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3.6. Plankton

3.6.1. Phytoplankton

3.6.1.1. Begriffsbestimmung

Phytoplankton ist dic Lebensgemeinschaft der im {reien Wasser lebenden pflanzlichen
(photosynthetischen) Organismen, die sich aus mikroskopisch kleinen Cyanobakterien
(Prokaryoten) und Algen (Protisten) zusammensetzt. Dicse Gruppe kommt in nahezu
allen Oberflichengewidssern vor — schwebend oder aktiv beweglich.

3.6.1.2. Anwendungsbereich

Phytoplankton spiclt eine entscheidende Rolle in der Primirproduktion aquatischer
Okosysteme. Wenn ein hohes Maf an Nahrstoffen und Licht vorhanden ist, kann Phyto-
plankton hohe Populationsdichten entwickeln, dadurch die Wasserqualitdt negativ be-
einflussen und bei der Nutzung Probleme verursachen, wie z. B. Wasscertriibung und Ve-
getationsfarbung, Geruchs- und Geschmacksbecintrichtigung, Verstopfung von Filtern
bei der Wasseraufbereitung. Einige Arten produzieren Toxine. Deshalb ist dic Kenntnis
uber Vorkommen und Wachstumspotential des Phytoplanktons von groflem wissen-
schaftlichen und praktischen Interesse.

In diesem Kapitel sollen die grundlegenden Methoden qualitativer und quantitativer
phytoplanktologischer Arbeit dargestellt werden. Methoden der Ermittiung von Volu-
men und Biomasse von Algen sind in Kap. 5. beschricbhen.

3.6.1.3. Gerite und Chemikalien

Die zusatzlich zur allgemeinen Ausriistung eines biologischen Labors notwendigen Ge-
rite, Apparaturen und Chemikalien zur Planktonuntersuchung werden wegen der spe-
ziellen Anwendungen und Probleme bei den jewciligen Arbeitsschritten angegeben.

3.6.1.4. Probenahme

Probenahmefrequenz‘

Phytoplanktonorganismen kénnen recht schnell wachsen, leben relativ kurz und sind im
Wasserkérper unterschiedlich verteilt. Heranwachsende Blaualgen- und Algenpopu-
lationen kénnen sich in 2-3 Tagen oder noch schneller verdoppein. Deshalb soliten Phy-
toplanktonproben in méglichst kurzen Intervallen genommen werden: Wochentliche
frobenahmen haben sich als geeignet erwiesen, die saisonale Dynamik adaquat zu er-
assen.

Beispiel: Abb. 3.6.1.1. verdeutlicht, daB selbst in einem oligotrophen Sec, in dem das Phytoplank-
tonwachstum im Vergleich zu starker eutrophierten Gewiissern langsamer ablduft, bei monatlicher
Probenahme Jahresmaxima iibersehen werden konnen. Das Phytoplankton des oligotrophen Stech-
lm??es wirde 1992 und 1993 monatlich, 1994 hingegen wichentlich untersucht. Die Trends in den
epilimnischen Biomasse4nderungen sind hnlich, jedoch ist das Frithjahrsmaximum in den beiden
ersten Probejahren nur andeutungsweise erfaBt worden (PADISAK, SCHEFFLER, unverdit.).
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Abb. 3.6.1.1 Phytoplanktonbio-

masse (g - 17" im Stechlinsee in

0 —— T e i A den Jahren 1992, 1993 und 1994,
JF M A M J J A § O N Nach PapisAk. ScHEFFLER. unverd(l,

Integrierte Probenahmen (Mischproben) sind angezeigt, wenn cin Uberblick iber die
ganze Wassersiule oder Ausschnitte daraus von Interesse sind. Sie konnen mit Hilfe
von rohrenartigen Wasserschoptern oder durch Mischen von Proben aus verschicdenen
Ticten gewonnen werden. In flachen, nicht geschichteten Seen ist dic gesamte Wasser-
siule (von der Obertliche bis zu 20 em iiber dem Sediment) zu beproben. In geschichte-
ten Scen sind integricrte Proben des Epilimnions erforderlich, wenn 7., €7, (7,
Tiele der cuphatischen Schicht; 7., = Ticfe des Epilimnions). Bei 2., 2 7., ist es am
glinstigsten, mtegricrte Proben aus der cuphotischien Schicht zu sammeln.

Diskrete Wasserproben werden aus bestimmten Tiefen gesammelt und einzeln abge-
fulle. Die Auswahl dev Entnahimceticle hangt von der Lichwverteitung und den Schich-
tungsverhiltmssen ab, Speziclle Untersuchungsziele erfordern nattivlich ¢ine speziell
ausgerichtete Probenahmemcethodik, die von der hier gesehitderten Vorgehensweise ab-
weichen kann.

Probenshmegeriite und -methoden

Phytoplanktonorgamsmen gehoren unterschiedlichen Gréflenklassen an (nach Sommir
1994):

Picoplankton .2 - 2 pm,
Nanoplankton N MINTHIR
Mikroplankton 200 - 200 .
Mesoplankion 2000 - 2000 .
Makroplankion 2 20 mm

Die Wahl des Probenatimegerites sollte gut daraul abgesunmmt sein, welche Grofien-
klassen vorrangiges Interesse bei den geplanten Untersuchungen haben,

Phytoplanktonnetze werden in verschiedenen Maschenweiten angeboten. Sie dienen
vorwiegend der Anreicherung von groBieren Phytoplanktern. Picoplankter und einige
Nanoplankter gehen durch die Maschen der Netze und sind in den Proben unterrepri-
sentiert. In der Regel wird fur die Sammlung von Mikroplanktern (2. B. fiir das Anrei-
chern von Blaualgenkolonien und -trichomen) und die dariiberliegenden GroBlenklassen
cin Netz mit 40 pm Maschenwelite benutzt, Das sogenannte (Nano-Netz™* hat cine Ma-
schenwelte von 10 um und kann kleinere Phytoplankter erfassen: natirlich wird die pro-
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duktionsbiotogisch mteressante Gruppe der Picoptankter nermit mcht erladt, Wird das
planktonnetz vom fahrenden Boot aus gezogen oder cine definierte Anzahl von Hori-
zontal- oder Vertikalzigen vollfihrt, so st zu berdeksichtigen. daly cine genaue Bestim-
mung des Wasserdurchsatzes infolge von Rickstau nicht moghich st Dies kann um-
sangen werden, indem dos Wasser erst in Kanistern gesammelt. abgemessen und
anschlicBend durch das New gegossen wird. In manchen Filien kann durch dbereinan-
dergehaltene Planktonnetze cine fraktionierte Vorfiltration direkt am Entnahimeort
niitzlich sein.

Wasserschipfer crlauben wesentlich genauer. dic rdumliche Verteilung der Phyvtoplank-
ter in definierten Bereichen der Gewidsser zu untersuchen. Sie werden in verschiedenen
Versionen angeboten. Am bekuanntesten ist der Standard-Wasserschopfer nach Rurr-
neR. Der Wasserschopler wird an einer Letne in die gewiinschie Ticle abgesenkt und
nach einer gewissen Zeit, die das Cinstromen des Wassers aus diescr Zone in den
Schopler erlaubt, durch cin Gewicht, welches an der Leine abgelassen wird. oder durch
cinen anderen Mechanismus geschiossen. AnschlieBend wird dic Wasserprobe an die
Oberfliche gezogen und in die AutbewahrungsgefaBle gefiilic Im Falle einer im Labor
vorgesehenen quantitativen Analyse sollten Proben unmittetbar vor Ort i Schlifftla-
schen mit Fixerungstlissigkeit geftillt werden. Um ein spateres sorglaluges Umischut-
tein der Probe zu ermoglichen. dirfen die Flaschen nicht vollstandig mit Probenwasser
gefillt sein.

2

Riphrenschopfer sind cine speziclle Abwandlung der Stindard-Schépfer und werden
meistens in L Eigenbau™ gefertigl handelt sich vorzugsweise um Rohre aus Plexighas
oder Plastik (kein zerbrechliches Glas, Arbeitssehutz!), dic wegen ihrer Handhabbarkent
nicht Linger als 1.3 m sein soliten. Die cinfachste Version eimes Rolrenschopters ist cin-
solehes Rohr mit ciem Durchmesser von .51 em. das in das Frebwasser des Ulntersus
chungsgewiissers _pestochen™, dann mit cinem Finger oder cinem Stoplen oben abye-
dichtet und aus dem Wasser gezogen wird, Aul diese Weise (nach dem Prinzip einer
Pipette) kann eine integrierte Probe aus flachen Gewiissern gewonnen werden. Komlor-
Lablere Versionen haben Mechanismen. welehe dic Réhre unten und oben abdichien.
und besitzen i bestimmiten Abstinden Auslauloffnungen. um die Lausgestochene™
Wassersitule in definierien Portionen aus bestimmiten Tiefen abzutulen. Diese Réhren-
schapfer sotlien jedoch mindestens S emt besser 10 em im Durchimesser haben. um Tur-
bulenzen zu minnmicren, die beim Eintauchen in die Wassersiule bzw, baim Abfillen
verursacht werden, Mit cinem derartigen Geridt kann 2 B das Wanderungsverhalien
von Phytoflagellaten untersucht werden (Gervals 1997).

Planktonpumpen, weiche an entsprechend langen Schlauchen angeschlossen werden.
konnen zum . Aufsaugen™ von grofieren Mengen Probenwasser aus veferen Wasser-
schichten dienen.

Lebendproben e morphologisch-ontogenetische oder taxonomische Untersuchungen,
bei denen die genaue rdumbiche Vertetlung im Gewitsser eine untergeordnete Rolle
spiclt, Kénnen wuch aul folgende einfuche Werse gewonnen werden: it Hilte cines
Schaptbechers oder ciner weithalsigen Flasche an einer Schnur oder ciner tangen Holz-
stange wird die Probe vom Ufer oder besser vom Bootsstey aus peschopft und friseh in
Kanister oder Flaschen gelillt Dicse GeliBe diirfen nur zur Halte gefidlt sein, nicht
dem direkten Sonnenlicht ausgesetzt und mussen moghichst kihl gelagert werden, um
Zersetzungsprozesse zu verhindern. Vorteithaft ist, das Probenwasser beim Einfillen
durch’ ein feines Sich oder ein grobes Planktonnetz zu filtricren. um Detrntuspartikel
und Zooplankton zu entfernen. Daber leisten selbstgefertigte Trnichter aus der oberen
tilfle ciner Plastik{lasche beste Dienste. Ihre Offnung wird mit eincm Stuck Plankton-
gaze verschlossen, die am Gewindehals der Flasche fest verschnilirt wird
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3.6.1.5. Probenkonservierung und Transport

Fixierung mit Lugolscher Losung

Lugolsche Lésung ist das bewihrieste Fixierungsmittel {iir quantitative Phytoplankton-
untersuchungen. Es verletht den Organismen durch Absorption von Jod eine hohere
Dichte, so dafl ein Sedimenticren in Planktonkammern gelordert wird.

Herstellung der Stammldsung:

20 2 Kaliumjodid in 200 ml aqua dest. ssen und anschlicBend 10 g sublimiertes Jod hinzufiigen.
Dic Losung darf nicht Gbersattigt werden, weil sonst ausgefallene Jodkristalie bei der Untersu-
chung der Probe stéren kénnten, Eine mogliche Ubcrsittigung kann getestet werden, indem 1 ml
der Stammlésung in 100 m! aqua dest. geldst und nach ciner gewissen Scdimentationszeit Gberprift
wird. Sind noch Kristalle nachweisbar, mufl weiteres Kaliumjodid hinzugefligl (ca. 5 g} und der
Test wiederholt werden, Wean keine Kristalle mehr erscheinen, wird dic Stammidsung lertigge-
stellt. indem 20 m! Eisessig zugegeben werden,

Probleme:

. Zarte Diatomecnschalen (Rhizosolenia, Acanthoceras, Chactoceros) und Schuppen von Chryso-
monaden (Mallomonas), vornehmlich aus alkalischen Gewissern, konnen nach 3 Monaten auf-
gelost werden, Solche Proben sollten besser bald nach Probenahme untersucht werden. Dicke
Schuppen von Mallomonas sind nach ca. 1 Jahr aufgelost.

. In Wasser mit hohem Anteil organischer Masse oder hoher Algendichte wird Jod reduviert. Dic
Proben bleichen aus und sollten nachilixiert werden.

. Die Lorica von Phacorns und Kalkinkrustationen anderer Algen kénnen nach cinigen Wochen
aufgeldst sein. Es empfichit sich, cine Paralielprobe mit neutralisiertem Formaldehyd zu fixie-
ren.

~

.

Fixierung mit Formaldehyd

Die Fixierung mit neutralisicrter Formaldehydlosung bietet die Moglichkeit, morpholo-
gische Strukturen der Phytoplankter deutlicher zu erhalten, da der Zellinhalt nicht so
sehr wic mit Lugolscher Losung durch Stdrkereaktion dunkel Uberfarbt bzw. manche
Strukturen nicht so schnell zerstort werden.

Herstellung der Fixierungslésung: 500 ml 40%iges Formaldehyd in 500 ml aqua dest. verdiinnen
und 100 g Hexamethylentetramin hinzufligen; nach einer Woche filtrieren. (pH = 7.3-7.9). Zur
Fixierung 4 ml Formaldehydldsung auf 200 ml Probenwasser geben.

Problem: Formaldehyd soilte aus gesundheitlichen Griinden nicht eingeatmet oder mit der Haut in
Kontakt gebracht werden.

Aufbewahrung der Proben

Fixierte Phytoplanktonproben werden normalerweise in Schliffflaschen aus hellem Glas
aufbewahrt, damit man eventuelle Verdnderungen, die eine Nachfixierung notig ma-
chen, beobachten kann. Diese Flaschen sollten jedoch dunkel gelagert werden, da im
Licht die Alterung der Probe schneller voranschreitet.

Falls Proben mit robusten Arten fiir lange Zeit deponiert werden sollen, empfiehlt
es sich, diese in Injektionsampullen zu fillen, deren Offnung am Bunsenbrenner
dicht zugeschmolzen wird. So kann Referenzmaterial platzsparend fiir nachfolgende
Phytoplanktologengenerationen aufbewahrt werden. Lugolfixierte Proben miissen
zusdtzlich mit neutralisiertem Formaldehyd (Endkonzentration 3-4 %) konserviert
werden.
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3.6.1.6. Untersuchungsgang

Reinigung und Priparation planktischer Diatomeen

Die zur Bestimmung planktischer Kicselalgen notwendigen Merkmale, feinste Struktu-
ren der Kieselschalen, werden mikroskopisch nur sichthar, wenn die Algen von ihren
organischen Bestandteilen (Hullmembran, Zellinhalty vollstdndig belreit sind. Da sich
solchc Merkmale auch auf der Innenscite der Valven (= Schalen) befinden und nur im
Rasterclektronenmikroskop (REM) crkannt werden kannen, istin vielen Féllen sogar
die Trennung der beiden Valven der Algen zur Identifikation notwendig, Die Reinigung
kann nach zwei Methoden erfolgen. Thre Wah! richtet sich nach dem Zicl der Untersu-
chung.

Reinigung durch Gliihen

Dic Methode wird gewahlt, wenn dic Algen ungeteilt in Epi- und Hypotheka untersucht
werden miissen und die Erhaltung der Zellverbiinde und Zellkolonien notwendig ist. Fiir
die qualitative Bestimmung im Lichtmikroskop (1N ) sowic quantitative Fragestellungen
ist sie zu bevorzugen. Das angercicherte Material (7. 13, als Abrieb vom angefeuchteten
Filter) wird mit einem kleinen Pinsel als + konzentrierter Tropfen auf Deckglaser (max.
Stérke 0.17 mm) exponicrt. Je nach Materialdichte wipd cine Verdiinnung mil aqua dest.
angeraten sein. Die Deckgliser werden dann im Muffelofen bet 400°C ca. 2 h gegliiht,
Bei kleinen und zarten Formen kann diese Zeit aut ca. 10 min reduziert werden.

Reinigung durch Kochen

Dicsc Methode wird angewandt, wenn dic Valven der Zellen voneinander zu trennen
sind. Durch Kochen des Materials kénnen auBcrdem storende anorganische Beimen-
gungen, wie z. B. Kalk, entfernt werden. Das konzentricrie, moglichst wasserfreie Mate-
rial ader das Mcmbranfilter mit dem angereicherien Plankton wird mit 30%igem Was-
scerstolfperoxid (1,0;) versetzt, erhitzt und 1-10 min gekocht. (Wegen der Gefahr des
explosiven Zerfalls mu3 darauf geachtet werden. daf} dabei das H,O, nicht vollstdndig
verkocht!) Die Linge des Kochvorgangs bis zum Sprengen der Frusteln hdngt vom Ma-
terial ab. Sehr zarte, schwach verkieselte Formen (z. B. klcine Cyclotella-Arten) benéti-
gen nur ca. 1 min, gréBere Formen missen bis 10 min gekocht werden. Als Richtwert
hat sich fiir fast alle Planktonproben eine Kochzeit von ca. 3 min bewshrt. Anschlie-
Bend wird tropfenweise (Vorsicht!) 30%ige Salzsiure (HCl konz.) zugegeben, um Kalk
zu entfernen. Dann wird die Probe mit aqua dest. stark verdiinnt, auf einem neuen
Membranfilter (Porenweite ca. 1 pm) wieder angercichert und auf dem Filter mit aqua
dest. griindlich gewaschen. Als Abrieb vom angefeuchteten Filter wird ein * konzen-
trierter Tropfen des Materials auf Deckglaser (siche oben) exponiert.

Hersfellung von Dauerpriparaten

Das gereinigte Material wird zu Dauerpraparaten verarbeitet. Es wird in das Kunstharz
Naphrax (Brechungsmdex np = 1.69) auf folgende Weise cingebetiet: Ein fettfreier Ob-
jektirager wird mit einem kleinen Tropfen des EinschluBmediums versehen und die
Deckgldser mit dem lufttrockenen Material vorsichtig in diesen eingelegt. Um das Lo-
sungsmittel (Toluol) auszutreiben und damit das Deckglas unverriickbar zu befestigen,
wird das Préparat unter Beobachtung noch einmal vorsichtig erhitzt, bis das Naphrax
ca. 3 s lang Blasen wirft. Wihrend der anschlieBenden schnellen Abkithlung kann das
Deckglas noch gerichtet werden. Das Priparat ist nun lir die hcmmkrosl\oplscht Be-
obachtung vorbereitet.
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Bezugsquetle Nuphrax: 2. B, Northern Biological Supplics, 3 Betts Avenue, Martlesham Feath, Ips-
wich TP THR. Englund

Herstellung von REM-Priiparatea

Soll das pereinigte Material im REM untersucht werden, erfolgt cine Autbringuny aul
Deckglaser wie beschricben. Diese werden mit Leitkohle oder Leitsilber auf spezielle
REM-Objektiréiger montiert, mit Metallen, in der Reget mit Gold. besputtert und kén-
nen dann im REM untersucht werden. Ungereinigie Schopfproben. die mit Lugolscher
Losung fixiert sind, kdnnen im REM ebenfalls bearbeitet werden. Sie werden dazu auf
Nucleporefilter angercichert. ,Nach Lufttrocknung bei Raumtemperatur wird der Filter
mit cinem doppelscitigen Klebeband auf dem REM-Objekttriager fixiert und an zwei
Randstellen mit Leitkohle oder -silber direkt mit dem “Triger verbunden, Nach volistin-
digem Verdamplen der Losungsmittel aus dem Lettmaterial werden die Objekte mit
Gold besputtert™ (KLeg, StEINBERG [987).

Anrcicherung der Proben

Filtration

Fiir qualitative Phytoplanktonuntersuchungen kénnen im Labor unmittelbar nach der
Probenahme Wasserproben durch Membranfilter (Porendurchmesser 0.6-2.5 pm) ange-
reichert werden. Es wird vorsichtig filtriert, bis kaum noch Wasser durch das Filter geht.
Anschliefiend wird das Filtrat in wenig Originalwasser am besten in einem Blockschil-
chen abgewaschen und steht zur Lebenduntersuchung oder zur Fixierung zur Verfi-
gung. Sollen Dauerpriparate 7. B. von Kieselalgen angelertigt werden, kann das Filtrat
auf den Filtern verbleiben (s. Reinigung und Priparation planktischer Diatomecn).
Probleme: zarte Flagellaten (Rhodomonas, Cryptomonas) kénnen die Filterporen passieren oder
zarte Zellverbinde bzw. Kolonien (Synura, Uroglena) werden bei der Filtration zerstért.

Zentrifugation

Zentrifugation ist cine schnelle und bequeme Methode der Anreicherung, besonders,
wenn die Arten grofl und robust sind. Emplehlenswert ist cine Geschwindigkeit von
1500 U - min™' (360 g) bei einer Zentrifugationsdauer von 15 min und einem Probenvo-
lumen von 10-20 ml (Barianming 1953). Der Konzentrationsprozell wird gefordert,
wenn der Probe ein Fallungsagens hinzugefugt wird (0.05 ml 1%ige Aluminiumsulfatls-
sung pro 10 ml Probe).

Probleme: Zu schnelles Abstoppen der Zentrifuge fihrt zum Aufwirbeln. Blaualgen mit Vakuolen
kannen nicht angereichert werden,

Sedimentation

Diese Methode ist fangsamer als die anderen Methoden, aber schonender und genaucer
(Lunp et al. 1958). Die Sedimentation in spezicllen Kammern fir die Arbeit am Umge-
kehrien Mikroskop ist unten beschrieben, die Konzentration fiir andere Untersuchun-
gen hier.

Um Konvektionsprobleme zu vermeiden, sollte das SedimentationsgetaB ein Verhaltnis
Hohe : Durchmesser von 5 nicht tiberschreiten (Nauwgrex 1963). Nach Furer, BENson-
Evans (1982) ist eine Absclzzeit von 48 h bei 16 cm Sdulenhohe und 20°C akzeptabel
fir Lugol-fixierte Phytoplanktonproben. Sind kleine zentrische Diatomeen enthalten, ist
eine Sedimentationszeit von 96 h notig. Nach dem Sedimentieren ist der Uberstand
sorgfiilug abzusaugen. Dazu ist cin Schlauch mit U-formigem Ende. an der Oberfldche
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der Wasscersiiule beginnend, vorsichtig wihrend des Absaugens nuch unten zu tihren,
p

pis ca. 90 % der Probenllussigkeit abgellossen sind. Dic resthichen 10%0 verbleiben und
dicnen zum Aulschitteln des Sediments.,

Probleme: Vikuolenbesitzende Blauadgen (Microcystis, Anabaena, Aphanizonienon) sedimenticren
micht. Abhilfe kana geschalfen werden, indem frische Proben vor dem Fixicren randvoll i eine
Plastik{lasche geftitlt werden und diese fest versehlossen wird, Dic Flasche ward nun mehirfuch aus
ca b Hohe auf cine harne Unterlage Tallen gelassen. Der beim Aufprall entstchende Druck fahr
-um Kollabieren der Gasvakuolen

Qualitative Phytoplanktonuntersuchungen

Zur Identifikation der Untersuchungsorganismen sollte, wenn moglich, neben fixiertem
auch lebendes Material herangezogen werden, weil in Konservierten Proben viele dia-
kritische Merkmale vertorengehen. Jede Algengruppe erfordert spezictle Vorgehenswet-
sen und ein hohes MaB3 an Erfahrung. Viele Algengruppen lassen sich nur mit Hitfe des
Elektronenmikroskops oder von Kulturen bestimmen. Die derzeitige Situation in der
Algenkunde criordert die Verkniipfung von Feld- und Laborbiologic sowie von klassi-
schen und modernen Methoden. Dennoch sollte sich der Phytoplanktologe nicht entmu-
tigen lassen, dic Determination bis zur niedersten taxonomischen Kategorie anzustre-
ben, ohne allerdings in Spekulation zu verfallen. Dies wird in vielen Fillen nicht die
Stufe der Art, sondern nur die der Gattung sein konnen: manchmal mufl noteedrungen
auf solche Sammelbegrifte wic (kleine zentrische Diatomeen™ oder Lgrine p-Algen™ zu-
riickgegriffen werden. Der Bearbeiter muf3 die von ihm erhobenen Befunde so genau
wie méglich dokumenticren (Zeichnung, Foto, konserviertes Referenzmaterial). Leider
wird die taxonomische Arbeit oft vernachldssigt, was dazu fihren kann, daf3 ganze Zihl-
rethen entwertet werden, weil spiter niemand nachvollzichen kann. welche Organismen
Triger der jewceiligen Biomassemaxima waren.

Einer der am stdrkslen limitierenden Faktoren ist das Fehlen von modernen Be-
simmungswerken. Ein beredies Bild tber die Situation vermittelt der Umstand, dald fir
dic Cyanophyta immer noch Gurreek. Lo (1930-1932): Cyanophyecae in: Rabenhuorsis
LKryptogamenflora von Deutschland, Osterreich und der Schweiz® Bd. 14, cigentlich
das .modernste” Referenzwerk darstellt. Ein aktuelles Werk iiber chroococcale Blaual-
gen von KOMARER, ANAGNOSTIDES in der | StiBwasserflora™ ist gegenwirtig i Vorberei-
tung. Fiir dic anderen wichtigen Algengruppen des Phytoplanktons kKonnen die jewei-
ligen Bénde im Rahmen der | SuBwasserflora® (Hrsg: Erre, GArrNer, Hevsic,
MovLeNtauer, im Fischer Verlag, Jena, Stuttgart. New York) sowie des . Phytoplankton
des StiBwassers® (Hrsg.: HUBerR-PEsTALOZZI, in der E. Schweizerbartschen Verlagsbuch-
handiung, Stuttgart) empfohlen werden. In diesen Biichern sind auch nahere Hinweise
zur Untersuchungsmethodik der jeweiligen taxonomischen Gruppe zu finden.

Quantitative Phytoplanktonuntersuchungen

Mcthode nach Urermonr mit dem Umgekehrten Mikroskop

UrermOHL (1958) priifte verschiedene Zihltechniken, bis er zur Erfindung sewer cige-
nen Zahlkammer und einer Technik mit dem Umgekehrten Mikroskop kam. Scine Me-
thode bekam dic grofBie Verbreitung tiir zuverlissige Zdhlungen von Phytoplankton. Sie
ist fir alle Algen gut geeignet. einschlieBlich der sehr kieinen Formen. Die Proben wer-
den mit Lugolscher Losung fixiert und in cine Sedimentationskammer geflllt Dic Al-
gen sedimenticren dann auf den Glashoden der ‘Kammer. Gezdhlt werden die Algen
entweder in der ganzen Kammerflache oder auf einzelnen Teilen davon.
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b Ziahikammern und Scdimentationsréhren

Beides kann entweder von Optik- oder Mikroskop-Firmen kiuflich erworben werden
oder wird vom Untersucher sclbst hergestellt. Dic Ziahlkammern bestehen aus Tuben
variabler Lidnge und sind mit cinem Bodenglas von der Stiarke eines mikroskopischen
Deckglases versehen. Auch besitzen sie eine Glasplatte, um die Wassersdule zu fixicren.
Dic am meisten verbreiteten Kammern haben cinen Durchmesser von 2.5 cm und eine
Hohe zwischen 0.5 und 2 cm (= 2-10 ml). Wenn ein grofies Wasservolumen zu sedimen-
tieren ist, sind hohere Sedimentationskammern zu nutzen. Lange Tuben haben jedoch
nicht gentigend Platz unter dem Umgekehrten Mikroskop. ‘Wegen des langen Lichtwe-
ges durch die Wassersdule ist auch die optische Qualitdt nicht ideal. Diese Nachteile
konnen durch die Verwendung von Verbundkammern vermieden werden. Sie bestehen
aus einer unteren Plattenkammer und einem beweglichen Roéhrenaufsatz. Nach der Se-
dimentation der Algen wird dieser Rohrenaufsatz mit dem tberstchenden Wasser von
der Plattenkammer entfernt. Die Dichte der Algen in der Probe bestimmt die Menge
des zur Sedimentation angesetzten Wassers, dic Art der Zahltechnik (Felder- oder Strei-
fenzdhlung. siche unten) sowic die gewahlte mikroskopische Vergroflerung.

2. Sedimentationszeit

Bevor die Proben angesetzt werden, ist ihre Anpassung an die Raumtemperatur not-
wendig, weil sich sonst wihrend der Sedimentation Luftblasen in der Rohre entwickeln.
Auch mufl dic Wasserprobe vor dem Einfillen vorsichtig aber gut geschiittelt werden,
um cine gleichmiBige Verteilung der Partikel zu erreichen. Die Kammern missen auf
eine horizontale Fliche aufgestellt werden. Direktes Sonnenlicht, Temperaturwechel
und Storungen (Vibration) withrend der Scdimentation miissen vermieden werden. Die
Sedimentationszeit ist von der Hohe der Kammer und der Art der Fixierung abhiingig.
In der Literatur werden verschiedene Sedimentationszeiten angegeben (Lunn et al.
1958; Javornicky 1958 Nauwerck 1963). Fir Proben, dic in Lugolscher Losung fixiert
sind, wird itbereinstimmend eine Zeit von 34 h procm Flissigkeitshohe angegeben.
Proben, die mit Formalin fixiert wurden, sollen cine doppelt so lange Sedimentations-
7eil haben (Epver 1979). Zusammenhiinge zwischen der Scechi-Sichttiefe, der Kammer-
hohe und der Sedimentationszeit wurden von Rorr (1981) aufgezeigt (Tab. 3.6.1.1.).

Tab. 3.6.1.1. Zusammenhang zwischen Kammerhohe und Sedimentationszeit. Nach Rotr 1981

Sichttiefe Kammerhohe Sedimentationszeit
>2-4m 10cm 1048 h

24 m Secm 520 h

1-2m 2em 2-8h
<lm 0.4 cm (oder Verdiinnung) 1h
Ziahlmethoden

Wenn die Algen sedimentiert sind, kann die Zihlung beginnen. Folgende Methoden
sind am weitesten verbreitet: a) Zahlung der gesamten Kammerfliche, b) Zahlung in
Streifen, ¢) Zahlung in Feldern. Wenn die Algen auf der gesamten Kammerfliche ge-
zéhlt werden, ist die Breite und Zahl der Zahlstreifen belanglos. Werden sie auf ausge-
wihlten Zahlgebieten (Streifen oder Feldern) gezdhlt, miissen die Zahlgebiete mit ei-
nem Okularmikrometer ausgemessen werden. (Sein Gebrauch ist in den Anweisungen
fiir die Mikroskope beschrieben.)
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1. Zahlung der gesamien Zihlkammer (Abb. 36,12 a):

Dicse Mcthode ist empfehfenswert, um grofie und scltene Arten zu vihicn (Ceratiin,
Synura, Volvox etc.). Dic gesamte Flache der Kammer wird durchmustert, und man cr-
nalt die Gesamtzahl der Organismen im sedimentierten Probevotumen.

7. Streifenzdhlung (Abb. 3.6.1.2.b):

Die Algen werden in Streifcn gezihl, deren variable Einstellung durch Spezialokulare
erméglicht wird. Die Zahlstreifen sollen den Mittelpunkt der Kammer kreuzen. Weil
das Auge des Untersuchers in der Regel entweder der Zihlung in vertikaler oder in ho-
rizontaler Richtung angepalt ist, kann dic cntsprechende Position durch Drchung der
Zihlkammer erlangt werden. Jede Alge. dic im Zahlstyeifen gelunden wird, wird ge-
zahlt.

3. Felderzéhlung (Abb. 3.6.1.2.¢):

Alle Algen konnen auch aufl zufillig ausgewiihiten Feldern gezdhlt werden. Bel ihrer
Auswahl sollte man nicht in das Mikroskop schaucn, Das Sichtfcld, welches durch das
Zihlgitter begrenzt ist, wird in der Regel als cin Zihlfeld berticksichtigt. Ist kein Zahi-
gitter vorhanden, wird das gesamte Sichtfeld des Okulars als Zahlfeld betrachtet.

Weil die Dichte der verschiedenen Arten in einer Probe variiert, auferdem die GréRen-
differenz ihrer Biovolumina schr grof ist, ist cinc Kombination der Zahltechniken emp-
fehlenswert: Zar Erfassung der groBien Formen wird bei geringer Vergroberung (bis
100fach) die gesamte Kammerfidche ausgezihlt und anschlicliend bei hoher VergroBe-
rung (200-, 400-, 1000fach) cine Streifen- oder Felderzihlung durchgefiihrt.

In den meisten statistischen Analysen der Zihlung mit diesen Methoden wird eine
gleichmifige Verteilung der Algen in der Zahlkammer angenommen. Leider zeigen Fx-
perimente, dall cine Konvektion in der Kammer schr schwer zu vermeiden ist und sich
nur selten alle Algen gleichmiBig auf der Bodenfliche der Kammer absetzen. Fast im-
mer sind sie an einer Ecke der Kammer dichter als an ciner anderen. Eine von der un-
gleichmiBigen Verteilung hervorgerufene Unter- oder Uberschitzung kann durch Strei-
{enzdhlung verkleinert werden. Deshalb empfehien dic Autoren die Streifenzihlung,
sogar bei hohen Vergrofierungen. Nach Rovr (1981) kann eine Zihlung mit wenigstens
4 Zahlstreifen diesen Fehler minimieren. Die Zeit fir eine Zahlung ist am kiirzesten,

1

Abb. 3.6.1.2. Zihltechniken: a) Zahlen der gesamien Kammeroberfliche, b) Zahlen von Zahl-
streifen, ¢) Zahlen von Zahifeldern.
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wenn etwa 100 Zahleinheiten (Zellen, Kolonien, Fiden, Coenobien) in einem Zihlge-
biet abgesctzt sind. Bei mehr oder weniger Organismen verléngert sich die Zeit des
Zihlens. Die zur statistischen Sicherung notwendigen Zellzahlen konnen durch die
Wahl des angesetzten Probenvolumens erreicht werden. Fiir kleine Formen ist eine Zih-
lung bei 1000facher VergroBerung und Olimmersion angeraten, weil sie bei geringerer
Vergrofierung (z. B. 400fach) leicht iibersehen oder verwechselt werden kdnnen. Algen,
die genau auf dem Rand des Zahlgebietes liegen (Streifen oder Felder), stellen ein hiu-
figes Problem dar: Zihlt man sie, oder zdhlt man sie nicht? Die generelle Praxis ist die
Entscheidung zwischen ,aktiven und ,inaktiven* Rindern. Wenn im Falle der Streifen-
zdhlung die Alge quer iber dem linken Rand liegt, kann sie vernachldssigt werden.
Liegt sie aber iiber dem rechten Rand, muf} sie registriert werden. Bei der Felderzih-
lung werden zwei Seiten der Zahiflache ignoriert und zwei Seiten gezihlt. Diese Metho-
de kann jedoch bei fddigen Algen problematisch sein. Eine alternative Methode wird
spéter beschrieben (Zihlproblem 2).

Registricrung der Daten im Zahlprotokoll

Phytoplanktonarten sind entweder einzellig oder kommen in unterschiedlich zusammen-
gesetzten Zellverbiinden vor (Kolonien, Coenobien, Fiden). Dic Zahl dieser Zellver-
bénde (z.B. die Zahl der Tabellaria-Binder, Scenedesmus-Coenobicen, Zellfaden) ist
wichtig, um den Fehler abschitzen zu kénnen (siehe spiter). Um jedoch Biovolumen
und Biomasse genau zu berechnen, bendtigt man die Kenntnis der Zellzahlen jeder Art.

Tab. 3.6.1.2. Protokollbeispicl

Artname Zihlergebnisse Zellzahl Gezihlte  Maximaler
oder Einheiten  Fehler der
Fadenldnge Schitzung
Aphanizomenon flos-aquae  (110)(90)(120)(70)(20)(90) 500 6 82 %
Rhodomonas sp. S ML B S 85 85 2%
HEH i S S A A1
HH
Cryptomonas erosa/ovata Hi HH F 20 20 45 %
Dinobryon soclale (SHDASHTHBHEHS)(2) 86 20 45 %

(TIUDAN)1)6)()(0)
(M@ :

Chrysochromuling parva T HHE I HH B B 135 135 17 %
HH HH KA HH HH S S
HH H HE HHE S MR
i i H

Synedra acus T HH M 50 50 28 %
Hitt HHt

small centric diatoms (MU (R 77 77 23%
HHE HHH fHH HH S HH

Chlamydomonas sp. N 13 13 55%

Scenedesmus armatus (D EHAEHDB(DH (D) () 40 10 32%
)

Gesamtphytoplankton 446 9%
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Deshalb ist die Ermittlung der Zellzahlen in den Zellverbanden wichtig. Weil man bei
fadigen Formen oft dic Grenze zwischen den einzelnen Zellen nicht erkennen kann,
wird bei ihnen die Linge des einzelnen Fadens gemessen (siche Protokoll-Beispiel in
Tab. 3.6.1.2.).

Zihlprobleme

1. Zahlung von Microcystis-Populationen

Die Zahlung von Microcystis-Populationen stellt kein Problem dar, wenn sic in kleinen
und nur lose zusammenhéngenden Kolonien vorkommen. Leider treten sie bei Wasser-
bliiten hiufig in groBen Kolonien auf, bei denen man die Zellzahlen nicht ermitieln
kann. In solchen Fillen kann die Auflosung der Kolonien helfen.

Nach der Zahlung der Koloniezahlen und der Artbestimung bei gemischten Microcystis-
Bliiten konnen in Teilproben die Kolonien mit einer der beiden folgenden Methoden
aufgelost und als Einzelzellen (oder kleine Kolonie-Fragmente) gezahlt werden:

— Auflésung durch Erwidrmen (nach Humpnries, Wibjasa 1979): Die Probe wird in ei-
nem Wasscrbad flir 5-10 min auf 80°C crwidrmt und dann in cinem Vortex-Mixer fir
30-60 s bearbeitet. Bei dieser Behandlung bleiben dic einzelnen Zellen erhalten, und
auch eine erneute nachtriigliche Zusammenballung tritt nicht ein. Das ist jedoch kein
Beweis, daf dic Erhitzung die Zetlen nicht doch schidigt.

- Auflosung durch Ultraschall (nach Zowary, Pais-Mapuira 1987).

Zihlstreifen Zihlstreifen
——— erfaBte Filamente oder Segmente, die im Zihlstreifen liegen
PR zu vernachldssigende Filamente oder Segmente

Abb. 3.6.1.3. Zwei unterschiedliche Wege zur Ermittlung der Biomasse von lidigen Blaualgen.
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2. Zahlung von fadigen Formen, dic tiber die Grenze der Zahlfelder hinausgehen (z. B.
bei Streifenzahlung)

Eine mogliche Methode ist, die Fdden so zu zihlen wic anderc Algen auch: Algen, wel-
che dic linke Grenze kreuzen, werden vernachlissigt, Algen, welche die rechte Grenze
iberschreiten, werden in ihrer totalen Linge gezihlt (Abb.3.6.1.3.a). Nachteile: 1. Die
Unter- ader Uberschitzung der Biomasse ist besonders hoch bei Arten, die nicht sehr
hiiufig sind und deren Fadenldnge inncrhalb cines weiten Bereiches variiert. 2. Manch-
mal reichen die Enden der Faden bis auBerhalb des Sichtfeldes und machen die Mes-
sung schwierig. Vorteile: Die Zahl der Fiden ist korrekt, die Biomassewerte der einzel-
nen Faden sind korrekt, und die Parameter der Populationsdynamik kann man gut
abschitzen.

Die andere Methode ist die Zdhlung nur der Fadenteile, die genau im Zahlgebiet
liegen, unabhingig davon, ob dic Fiden die Grenzen rechts und links tberschreiten
(Abb. 3.6.1.3.b). Nachteile: Dic Fadenzahl wird iberschitzt, und es ist unmoglich
zu verfolgen, ob das Volumen der Fiden innerhalb einer Population unterschiedlich
ist. Vorteile sind die zuverldssigen Biomassewerte und ein immer konstantes Z&hl-
feld.

3. Die Bestimmung der Zellzahl von Arten mit kugelformigen Kolonien (z. B. Volvox,
Uroglena)

Volvox- und Uroglena-Kolonien sind groB, sie werden mit geringen VergroBerungen
gezihlt. Die Zellzahlen in den Kolonien sind jedoch meist schwierig zu beurteilen. In
solchen Fillen ist der Wechsel zur groBtmoglichen VergréBerung angeraten, bei der
noch die Beobachtung cines Teils der Kolonie maglich ist, der als flach angeschen
werden Kann. Gezahlt werden dic Zellen, dic sich in der Zahlfliche (das ganze Sicht-
feld oder cine andere cxakt definierte Fliche) befinden. Die bekannte Zahl der Zei-
len auf dicsem Teil der Oberfliche wird dann aul dic gesamte Oberfliche der Kolo-
nie kalkuliert. Zur Berechnung dient dic Formel fiir dic Kugeloberfliche. Dicse
Methode kann auch fiir verschiedene Arten der Coclosphacriacecae (Cyanobacteria)
verwandt werden.

4. Die Ermittlung der Artenzugchorigkeit zentrischer Diatomeen

Zentrische Diatomeen sind in der Zahlkammer nur im Ausnahmefall bis zur Art zu be-
stimmen. Man erkennt die Einzelheiten der Schalenstruktur erst an gereinigtem Mate-
rial im LM-Dauerpriparat oder im REM (Reinigung und Herstellung von Dauer- und
REM-Préparaten siche oben). Voraussetzung fiir die Bestimmung ist die Verwendung
eines 100fachen Immersionsobjektivs hoher numerischer Apertur (>1.0). Die Beobach-
tungsmethoden Hellfeld, Phasenkontrast und Differentialkontrast sind verwendbar. Im
Hellfeld ist die Kontrastierung mit Schieflicht sehr zweckméBig. Soilen von den identifi-
zierten Taxa quantitative Aussagen gewonnen werden, z. B. Zellzahlen, so ist die Ver-
wendung eines Gitternetzes im Okular des Mikroskops zweckmaBig. Bei einem Fehler
von 10 % miissen je Streupradparat 400 Zellen in ihrer zufdlligen Anordnung bestimmt
werden (vgl. Tab. 3.6.1.4.). Es muf} aber berticksichtigt werden, dal Reinigung und Pra-
paration einen Schwund von Material verursachen koénnen. Beispiel: Zum Vergleich
wurden Diatomeenzellen (Miiggelsee, Berlin; Februar 1995) in Zihlkammern und als
Dauerprdparat unter gleichen Bedingungen gezihlt und ausgemessen (Abb. 3.6.1.4.).
Die Unterschiede in der Groflenklassenverteilung zeigen, daB kleinere, schwach verkie-
selte Schalen im Dauerpraparat {iberproportional stirker reduziert wurden als groflere.
Auch ist es nicht mehr méglich, zwischen zur Zeit der Probenahme lebenden und toten
Zellen zu unterscheiden.
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w Zahlkammer

% Zelien

Abb. 3.6.1.4. Relative Anteile von
Kieselalgen  mit  verschiedenem
Durchmesser, ermittelt in Pripara-

; o o 9 N ten und Zahlkammern. Miiggelsee,
- © - . ~ -
© - = o~ Berlin; Februar 1995, Nach Papi-
Grobenklassen (ym) der Diatomeenschalen sik, HoEG, unveroff.

Berechnung der Resultate

1. Streifen-Zahlung

Wenn der Radius des Bodenglases r [mm] ist, und wir n Zdhistreifen mit einer Breite
von
a [mm] gezahlt haben, dann ist die Zahl der Algen () im Zahifeld [ = - 2r- 4. Wenn
dic Gesamizaht der Algen (i) in dev sedimenticrten Probe (v) [ml] ist, dann st

IEEE P

1= - —L [Individuen - Probe™]
n-2r-a

Die Berechnung fiir 1 Liter Probentliissigkeit erfolgt nach folgender Formel:

i‘1000-7'2-p-[__ 1000-r-p- 1

= Individuen - 17!
n-27-a 2n-a-w [Indi " I

2. Felder-Zahlung
. I-F.108
§mE ———

a-n-n

1000 [Individuen - 171

mit

I = Zahl der gezihiten Exemplare

F = Fliche des Bodenglases {mm?

a = Fliiche eines Feldes [um?]

i = Zah! der Felder, in denen Algen gezihit wurden

v = Probenvolumen
10° = Umrechnungsfaktor zwischen mm? und pmz

3. Andere Zihlmethoden

Falls ein Umgekehrtes Mikroskop nicht zur Verfiigung steht, kann auf cinige andere
M_cthgdcn zuriickgegriffen werden. Diese Methoden sind jedoch nicht so erfolgreich
wie die Arbeit mit dem Umgekehrten Mikroskop.
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Hacemocytometer, wic z. B. die Thomakammer, bestchen aus einem speziclien Objekt-
triger (Zahlplatte) mit eingeschuffenem Zéahlnetz und Deckglas. Die Arbeit mit der
Thomakammer ist ausfithrlich bei TSCHEU-SCHLUTER (1982) beschrieben.

Dic Kolkwitzkammer besteht aus einer Bodenplatte mit Zihlnetz und ¢er eigentlichen
0.5 m} fassenden Planktonkammer. Da diese Fiillmenge nur sehr gering ist, sollte die
Planktonprobe zuvor angereichert werden, z. B. durch Sedimentation iz einem Stand-
zylinder. Die Kolkwitzkammer wird auf den Kreuztisch eines Mikroskops mit normalem
Strahlengang gestellt. Da der Abstand zwischen den in der Kammer sedimentierten
Planktern und dem Objektiv grof ist, konnen stark vergréfBernde Objextive mit gerin-
gem Abstand nicht eingesetzt werden.

Dic Agarplattenmethode kann benutzt werden, wenn kein Umgekehrzs Mikroskop
oder andere spezietle Zihlausriistung vorhanden ist. Dazu wird die verkonzentrierte
Probe mit Ausziehtusche versetzt. Ein kleiner Tropfen (mit bekanntem Volumen) wird
daun auf eine diinne Agarschicht gegeben, die auf einem normalen Objexriridger aufge-
bracht ist.

Priparation der Agarschicht: 1 g trockenen Agars wird mit einigen ml Leitungswasser
gemischt und fiir 6 h bei Zlmmertemperatur stehengelassen. Dann wird die Mixtur zu-
sammen mit 100 ml Leitungswasser in cin GlasgefdB mit weiter Offnung gegeben, an-
schlieBend im Autoklaven (100 kPa Uberdruck) oder im Wasserbad verﬂus&gl und in
Petrischalen gefiillt (2-3 mm Schichtdicke). Die Petrischalen sind abzudzckeln und im
Kuhls‘uhrdn}\ aufzubewahren.

Zine Teilprobe von 10-20 ml der priparierten, vorkonzentrierten und gat gemischien
WclSSLl’prObC wird mit einigen Tropfen Auszichtusche versetzt, bis die Probc eine
schwachgraue Farbe annimmt. Von dicser Mixtur werden 0.5 pl auf die Agarplatte ge-
tropll. Das Wasser wird teilweise verdunsten und teilweise in den Agar eindringen. Die
Grenze des Tropfens wird durch die Tusche klar abgebildet. Nun wird die Stelle der
Agarschicht, welche den Tropfen enthilt, herausgeschnitten, auf cinen Objekttriger ge-
bracht und mit cinem Deckglaschen bedeckt. Es werden alle Individuen gezidhlt, da es
keine gleichmiBige Verteilung der Algen aul dem Agar gibte Kleine Zelien sind mehr
auf die Randbereiche konzentriert. Wenn ein Tropfen nicht genlgend Zellen enthiilt,
sind mehrere Tropfen zu zahlen, bis eine ausreichende statistische Sicherheit gegeben
ist.

Ber der Membranfittermethode werden 1-50 ml der Probe mit schwachem Vakuum
durch ein Membranfilter (Porengroie: 0.2-0.5 um) gesaugl. Wenn infolge der Partikel-
dichte der Probe (eutrophe Gewisser) nur weniger als 10 ml filtriert werden konnen,
muf die Probe verdiinnt werden, weil die Verteilung der Zellen auf dem Filter sonst un-
gleichmifig wird. Nun wird ein Tropfen Cellosolv auf ein Deckglas gegeben und gleich-
miBig verteilt. Das vollig trockene Filter mit der durchgesaugten Probe wird insgesamt
oder zum Teil mit der das Filtrat tragenden Seite nach unten auf das mit Cellosolv
(SIGMA Chemie GmbH, Deisenhofen: ethylene glycol monoethyl ether) priparierte
Deckglas gelegt, ohne dal3 dabei Luftblasen verbleiben. Dann wird ein Tropfen Cello-
solv auf die obere Scite des Filters gegeben. Dieses Praparat wird so lange getrocknet,
bis das Filter transparent wird (nach ca. 1 h) und kann dann auf einen Objekttréger pla-
ziert werden.

Dic Zihlung wird auf ciner definierten Fliche des Filters durchgefiihrt. Diese Fliche
kann sich aus einem vorgeprigtem Netz auf dem Filter ergeben oder durch eine Netz-
platte im Okular des Mikroskopes. Unter Vermeidung von Mchrfachzihlungen cinzel-
ner Felder ist auf stichprobenartig gewidhlten Feldern zu zahlen.

Berechnung:

L 109

i= i = 1000 [lodividuen - I7']
Tt
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mit

[ = Zahl aller gezdhlten Exemplare

F = Gesamtflidche der mit Algen bedeckten Filterfliche [mmz]
2 = Fliche eines Zihlfeldes [am?]

n = Zah! der gezihiten Felder

v = Volumen der filtrierten Probe [ml]

10° = Umrechnungsfaktor von mm? in pm?

Picoplanktonzéhlungen im Epifluoreszenzmikroskop

Wenn Algenzellen mit blau-violettem Licht angeregt werden (Wellenlidnge 450 nm).
emittiert das Chlorophyll das absorbierte Licht bei ciner lingeren Wellenlinge als rote
Fluoreszenz. Diese Fluoreszenz kann zur Unterscheidung von zellulirem Material und
Detritus sowie zur Verdeutlichung von picoplanktischen Zellen genutzt werden. Es ist
im Prinzip nicht notig, mit lebendem Material zu arbeiten, weil auch fixierte Zellen
fluoreszieren.

1. Probenvorbereitung

Es ist zwar besser, autotrophes Picoplankton (APP) lebend zu untersuchen. dennoch
wird es sich aus technischen Gritnden nicht immer vermeiden lassen, die Proben zu
fixieren. Es wurden verschiedenc Methoden beschrieben, deren Vergleich (Har 1991)
zeigt, daB Paraformaldehyd in 0,2 %iger Konzentration verbunden mit Tiefgefrieren
(~20°C) die Autofluoreszenz von Chlorophyll a und Phycoerythrin erhilt.

2. Geriite und Materialien

Epifluoreszenzmikroskop mit 100er Olimmersions-Objektiv hoher numerischer Apertur, Hoch-
druck-Quecksilber-Lampe (50-200 W) oder Xenon-Lampe (75-150 W), 8-12.5¢r Okulare it
Okularmikrometer und Zihinetz, austauschhares Filtes/Spicpet-Set fir Griin- (¢ 500-350 nm)
oder Blauanregung (ca. 420-490 nm) (vel Marsaac, Srockner 1993)

Filtrationseinrichtung

Objekttrager und Deckglaser

Nicht{luoreszierendes Immersionsd! (30%ige Glyzerollosung)

Membranfilter aus Polycarbonat (Nuclcopore; 0.2 pm Porendurchmesser) werden am hiuligsten
benutzt. Sie sind vor ihrer Verwendung zu fdrben (10 min ot lrgalan Schwarz, Cibu-Geigy
2g-1-11in 2%iger Essigsdure). Alternativ kénnen handelstibliche, vorgefarbte Filter genutzt wer-
den. Schwarze Zellulosenitratfilter mit niedrigem Acetatgehalt sind auch verwendbar, jedoch ist
ihre Oberfldche nicht so eben, was ein verstirkles Fokussieren notig macht.

3. Arbeitsablauf

Aliquote Mengen frischen oder konservierten Probenwassers (5-25 wml aus oligotrophen
bis mesotrophen Gewissern, 1-10 ml aus eutrophen Gewiissern) werden durch schwarze
Filter filtriert. Unter das schwarze Filter kann ein normales Membranfilter gelegt wer-
den, das zur gleichméBigeren Verteilung der Zellen aufl dem schwarzen Filter beitriigt.
Das Vakuum sollte nicht stirker als 5kPa sein. Die ganze Filtrationsarbeit ist zigiy in
einem abgedunkelten Raum durchzufithren. Die Filter mit den Proben sind unbedingt
vor Licht zu schiitzen. Unmittelbar nach der Filtration der Probenflissigkeit sind die
feuchten Filter nach Reduzieren des Vakuums vom Filtcrhalter zu nehmen und folgen-
dermafien zu bearbeiten:

Polycarbonatfilter auf einen Objektirfiger legen, einen kleinen Troplen nicht tluoreszie-
renden Immersionsdls auf die Filteroberfliache geben und mit eine Deckglas vorsichtig
abdecken, ohne daBl Luftblasen entstehen. Nun kann dic Probe direkt ausgeziithlt oder
fiir die spitere Bearbeitung tiefgefroren werden,
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Alternativ: Zellulosenitratfilter in Tropfen von 30 %igem Glyzerol (ober- und unterhalb
des Filters) auf einem Objekttréager einlegen, mit einem Deckglas abdecken und auf das
Deckglas einen Tropfen Immersionso! geben.

Die Zihlung erfolgt in einem abgedunkeiten Raumn, die Augen des Bearbeiters sind
dunkeladaptiert. Die Lokalisierung des APP wird unter Violett-Blau-Anregung vorge-
nommen. Eukaryoten zeigen gewdhnlich eine tiefrote Epifluoreszenz, wihrend kleine
Cyanobakterien gelb-orange bis hellrot fluoreszieren. Der Wechsel zur Griinanregung
verstirkt das Erscheinungsbild der Cyanobakterien {vgl. MaLsaac, STOCKNER 1993).
Picoplanktonzellen werden nun in Abhingigkeit von ihrer Dichte auf dem gesamten
oder auf Teilen des Zahlfeldes gezdhit. Gewdhnlich werden sie als Morphotypen bewer-
tet. Die Zahlung von 400 Einheiten erbringt eine Zihlgenauigkeit von %10 %. MAL-
SAAC, STOCKNER (1993) empfehlen, 100-200 Zellen von jeder dominanten Form in 20-30
beliebigen Zihlfeldern zu zdhlen, wenn die Picoplanktonabundanz sehr gering ist. Die
Bestimmung der Biomasse fiir groBere Plankter erfolgt nach der in Kapitel 5 beschrie-
benen Weise. Berechnung: siehe Membranfiltermethode.

Zihlprobleme

L. Das schnelle Verblassen der Zellfluoreszenz namentlich in frischen Proben kann durch eine Re- .
duzierung der Lichtintensitit durch Filter im Strahlengang verlangsamt werden. Das schrittweise
Abfahren des Zihlfeldes in Abschnitten, die ca. 20 Zihleinheiten enthalten, ist hilfreich, .

2. Es konnen auf den Proben auch nicht-biologische aber fluoreszierende Partikel vorkommen. N
Diese fluoreszieren jedoch greller und verblassen nicht. .

Zusammenhéinge zwischen APP-Dichte und -Produktion und trophischen Bedingungen,
wie von STOCKNER (1991) diskutiert, werden in Tab. 3.6.1.3. zusammengestellt. Beachte:
Die Zellzahl nimmt linear mit dem trophischen Status von ultra-oligotroph bis schwach
eutroph zu, dann sinkt sie, und im hypertrophen Bereich ist die Zellzahl wieder sehr-.
hoch. Dies unterstreicht, daB3 der quantitative Nachweis von APP eine gute trophische -
Indikation darstellen kann. ‘

Tab. 3.6.1.3, Bezichungen zwischen Gesamtphosphor, Zellzahl des autotrophen: Picoplanktoné
(APP) und Anteil des APP an der Phytoplanktonbiomasse und Prlmarproduktlon Angaben als
Jahresmittel. Nach Stockner 1991 ..

Gesamt-P APP-Zellzahl APP-Anteil (%) -

(mg- 17 (Zellen - mI™) (Gesamtbiomasse/Produktion)
ultra-oligotroph <15 <2-10* >80 % .
oligotroph 1.5-10 ~2-10%2 - 10° -« 80~55%
mesotroph-eutroph 10-50 2-10°-25-105 . 5525%
eutroph 50-220 2.5-10%2-10%?) 25-2%

hypertroph >220 2 -10%(7)-10% 5 2-25%

4. Hilfsgerate: Zihlgerdte, Computer

Im Prinzip sind Zihlprotokolle handgeschriebene Dokumente Dennoch- finden  welt-
weit fir die Zahlungen immer stirker mechanische oder elektronische Zahlgerite ‘An-
wendung. Sie konnen die benédtigte Untersuchungszeit erheblich verkiirzen, speziell-
wenn nur wenige Arten in der Probe enthalten sind. Wenn die Probe artenreich ist, sind

die Zghlgerite nutzbringend bei der Zihlung der dominierenden Arten-einzusetzen.
Zahlgerate wurden urspriinglich fiir die’ Zahlung von Blutkorperchen konstrmert und ..
sind im Handel erhiltlich. e . :
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- Inzwischen sind Compuierprogramme fiir die Zdhlungen cntwickelt worden. Eines die-
ser Programme wird von Hamiron (1990) oeschricben. Nach dem Laden des Pro-
gramms kann der Keyboard des Computers als mechanisch/elektronisches Zihlgerét
eingesetzt werden, Der Hauptunterschied zu herkdmmlichen Zahlgerdten besteht darin,
daB mehr Arten gezihlt werden kénnen und nach der Eingabe der Parameter (Vergro-
Berung, GroBe und Form des Zahlfeldes, Volumen der sedimentierten Probe etc.) und
nach ZellgroBenmessungen das Protokoll auch Angaben (iber Biomasse und Statistik
liefern kann. Informationen auf Diskette sind auf Anfrage lieferbar (P. B. HamiLron,
Botany Division, National Museum of Natural Sciences, P. O. Box 3443, Station D, Ot-
tawa, Ontario, Canada, KIP 6P4). Ein entsprechendes Programm bietet auch KrRAMBECK
(Max-Planck-Institut fir Limnologie, Pin) an.

3.6.1.7. Storungsquellen

Die Storungsquellen sind im Untersuchungsgang so vielfiltig und abhéngig von der an-
gewandten Methode sowie den zu untersuchenden Organismen, daf sie an den entspre-
chenden Stellen im Untersuchungsgang ausgewiesen wurden. ‘

3.6.1.8. Auswertung und statistische Sicherung

Die.Genauigkeit der Phytoplanktonzahlungen hingt sehr davon ab, wieviel Zéhleinhei-

ten (Einzelzellen, Kolonien, Coenobien, Fiden) der jeweiligen Probe gezihlt werden,

... Es st ohne Relevanz, wieviel Zihlfelder oder Zihlstreifen gezéhlt werden, um die an-

gestrebte. Zahl von Zahleinheiten, die zu hoher statistischer Absicherung nétig sind, zu

- gewinnen, Der Zusammenhang zwischen Zahl der Zahleinheiten und maximalem Feh-

ler-(Lunp et al. 1958) ist in Tab. 3.6.1.4. zusammengestellt. Der maximale Fehler der
Schiitzung kann nach folgender Formel ermittelt werden:

1 Fehler ey =2 (100/v/R)  [%]

‘ Hlerbel ist'n die Zahl der Zihleinheiten. Diese Formel geht von einer Zufallsverteilung
us und hat im Prinzip ein 95%iges Konfidenzintervall.

uts i

i Tab. 3.6.1.4, Beziehungen zwischen der Anzahl gezihlter Einheiten und dem geschatzten maxima- ’
-~ len Fehler. Nach Lunp et al. 1958

Gezdhlte Zahleinheiten =+ Maximaler Fehler
Fod n sl et +100%
: 16 o £50 %
50 +28%
75 124%
100 S 20%
400 ' £10%

40000 1%

Bgispi'el: Insgesamt sind 446 Zihleinheiten gezihit worden, welche auf 9 verschiedene Arten ver:
teilt sind.: Tab, 3.6.1.2. zeigt die Zahl der Zellen, Zihleinheiten und den maximalen Fehler der
Schiitzung fir jede Art und fiir die Gesamtzghlung,

-‘In_ der Literatur gibt es verschiedene Empfehlungen iiber die Zahl der notwendige! :
~Z#hleinheiten.. Es ist praktisch hoffnungslos zu versuchen, jede Art mit einer akzepta-
. blen Fehlerwahrscheinlichkeit (20-30 %) zu zdhlen. Das wird dadurch erklért, daB auch -,
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mit einem noch so hohen Probenaufwand niemals alle im Gewésser vorhandenen Arten
erfaBlt werden konnen.

Beispicl: In 6 ml einer Wasserprobe aus dem hypertrophen Teil des Balatons (Ungarn) sind 1980
etwa 10° Exemplare gezdhlt worden (PapisAk 1992). Das Verhiltnis zwischen ausgezihltem Pro-
benvolumen und Zah! der Arten ist in Abb. 3.6.1.5. dargestellt. Bei steigendem Probenvolumen
wurden stindig weitere Taxa gefunden was die Aussichtslosigkeit des Wunsches nach ,,Vollstéin-
digkeit* illustriert.
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Abb. 3.6.1.5. ‘Artenzahl in Einzeldaten
0 v T T (Punkte) und Trendlinie im Verhiltnis
0 2000 4000 6000 zum untersuchten Wasservolumen Nach

Untersuchte Wassermenge (pl) PapisAx 1992,

Die Erfahrung zeigt, daf3 kompetitive Gleichgewichtszustdnde im Verlauf von Phyto-
planktonsukzessionen von 1-3 Arten dominiert werden (vgl. Appendix in SoMMER et al.

1993). Es kommt nur selten vor, z.B. in Phasen des Umbruchs, dafl 6-8 Arten den
Hauptanteil an Biomasse erbringen. Deshalb wird vorgeschlagen, 400-800 Exemplare in
jeder Probe zu zihlen, wobei ein maximaler Fehler fiir die gesamte Z#hlung um 7-10 %
zu erwarten ist. Fiir die dominanten Arten ist ein maximaler Fehler von 10-20 % und
fiir die subdominanten Arten von 20-60 % zu erwarten. Der Rest der Arten mu8 als un-
geniigend abgesichert gewertet werden (vgl. Tab.3.6.1.2.). Dennoch ist in zahlreichen
Untersuchungen die Artenvielfalt zu beriicksichtigen (zum Beispiel bei Langzeitunter-
suchungen), weil auch seltene Arten von hoher Skologischer Bedeutung sein knnen.
Der floristische und/oder 6kologische Wert einer Art hingt nicht von ihrer aktuellen In-
dividuendichte ab. } }

Wenn Aspekte der Biodiversitit irrelevant sind (z. B. Phytoplanktonzihlungen fiir inge-.
nieurtechnische Zwecke, Kurzzeituntersuchungen in kiinstlichen Gewéssern), kann WiL- -
LENS (1976) vereinfachte Methode angewendet werden, bei der nur eine begrenzte Zahl
an Arten (6-8), die 90 % der Gesamtbiomasse représentieren, in die Zdhlung einbezo-
gen werden. Wenn die Zahl der gezdhlten Exemplare jeder dieser Arten auf ca. 60 be-
schrinkt wird, betrigt die Fehlerwahrscheinlichkeit 26 %.

3.6.1.9. Darstellung der Ergebnisse

Exemplarische Ergebnisdarstellungen wurden bereits in den verschiedenen Kapiteln ge-
geben:

- Jahresgang der Biomasse oder Zellzahlen (Abb. 3.6.1.1.),

~ Histogramme (Abb. 3.6.1.4.),
~ Trendlinien (Abb. 3.6.1.5.)

In diesem Sinne lassen sich Zellzahlen bzw. Biomassen des Phytoplanktons wie andere
Daten darstellen.
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