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Einleitung

Die Gute von Gewassern ist ein Thema, das in nahezu jedem
gesellschaftlichen System eine Rolle spielt. Daher werden
Oberflachengewaésser aller Art hinsichtlich ihrer Qualitat und
Nutzbarkeit untersucht. Die im Wasser lebenden Organismen
sind leicht zu gewinnen und von hohem Wert als Indikator.
Sie lassen durch ihre Spezialisierung auf Umgebungsbe-
dingungen schnelle und nachhaltige Ruckschlisse zu. Die
mit dem blofRen Auge nicht wahrzunehmenden Organismen
lassen sich mit Routinemikroskopen schnell, preiswert und
sicher erkennen und bestimmen. Der Aufbau eines derar-
tigen Gewassermonitorings sei am Beispiel von Berliner
Flusswasser dargestellt.
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Abbildung 1 Flagellat am Beispiel des Choanoflagellat (Schema)

Wissenswertes liber Einzeller (Flagellaten und Ciliaten)
Flagellaten (Abbildung 1) sind Einzeller mit einer oder
mehreren Geil3eln. Ciliaten (Abbildung 2) sind bewimperte
und meist etwas grofere Einzeller. Beide gehoren zur
eukaryotischen Organismengruppe der Protisten.

Sie besitzen einen echten Zellkern und zahlreiche Unterfunk-
tionen. Sie treten in vielfaltigen, morphologischen Auspra-
gungen auf. Teilweise entdeckt man Hunderte von ihnen
innerhalb eines einzigen Wassertropfens. Seit einigen Jahr-
zehnten ist bekannt, dass diese Protisten einen enormen Bei-
trag zur Reduktion von Bakterien innerhalb der mikrobiellen
Schleife leisten kdnnen, da sie sich heterotroph von Bakteri-
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en erndhren (Grazing = ,Abweiden”) (Azam et al. 1983,
Arndt et al. 2000, [2]). Darlber hinaus spielen sie eine be-
deutende Rolle bei der Erforschung der Entwicklung von
Organismen zur Mehrzelligkeit. Man geht davon aus, dass
alle heutigen Mehrzeller (Tiere) und die Protistengruppe der
Choanoflagellaten (Kragengeifeltierchen) einen gemeinsa-
men Vorfahren haben und sich die Mehrzeller aus solchen
Protisten entwickelt haben kénnten (z.B. Richter und King
2013).
Choanoflagellaten (Kragengeif3eltierchen) kédnnen durch ih-

Manche Vertreter wie z.B. diese gerade erwahnten

ren Filtriermechanismus (Zusammenspiel von Geil3elbewe-
gung, Kragen um die Geifsel und Phagozytose in die Zelle)
eine sehr hohe Zahl von Bakterien und vermutlich auch Viren
pro Zeiteinheit eliminieren (Boenigk und Arndt 2000, Deng
et al. 2014, Abb.2). Durch diese Eliminationsleistung von
unter anderem auch pathogenen Keimen spielen Protisten
eine bedeutende ¢kologische Rolle. Sie kénnen einen erheb-
lichen Beitrag zur Gute von Gewassern leisten. Routine-
mafliges Gewdssermonitoring zur Bestimmung der Abundanz
(Anzahl von Individuen und Diversitat (Vielfalt an unter-
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Abbildung 3 Vereinfachte Darstellung des mikrobiellen Nahrungsgewebes
und dem Zusammenspiel der mikrobiellen (microbial loop) und viralen
Schleife (viral loop).

schiedlichen Arten) der Protisten kann hierbei einen wichti-
gen Beitrag leisten. Gilt es doch, eine Aussage zur Reduktion
von gewadsserbelastenden Keimen zu gewinnen.

Flagellaten und Ciliaten tragen mafgeblich zur Wiederver-
wertung von DOM (dissolved organic matter/geldstes orga-
nisches Material) bei, da sie Bakterien konsumieren, die wie-
derum DOM als Nahrungsgrundlage aufgenommen haben.
So schliefSt sich der Kreis und DOM, entstanden aus z.B. ab-
gestorbenen Organismen, wird wieder in das Nahrungsge-
webe zurlickgefuhrt. Dartber hinaus kénnen Flagellaten und
Ciliaten einen grof3en Beitrag zur Reduktion von pathogenen
Keimen durch die Nutzung von Bakterien und Viren als Nah-
rungsgrundlage leisten.

Methodik des Gewdssermonitorings am Beispiel der
Flusshygiene

Fir die routinemafige Gewasseruntersuchung werden —
neben allgemeinen abiotischen Werten wie Temperatur,
Leitfahigkeit und pH-Wert biotische Parametern wie Chloro-
phyll-Werte — auch die Abundanz und Diversitat von Protis-
ten mit Hilfe von einfach zu bedienenden Lichtmikroskopen
lebend bestimmt. Es werden vorzugsweise Mikroskope ver-
wendet, die leicht an die jeweiligen Probenahmeorte trans-
portiert werden kénnen. Solche Untersuchungen erfolgen
u.a. im Rahmen des ,FLUSSHYGIENE"

(ReWaM —Regionales Wasserressourcen-Management fir

— Verbundvorhabens
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Abbildung 4 Mikroskopisches Bild und schematische Zeichnung eines
Choanoflagellaten bei der Aufnahme von Bakterien. Mit Hilfe der Geifsel wird
ein Filterstrom erzeugt, der bewirkt, dass Bakterien am Kragen (Mikrovilli)
haften bleiben und sie dann zum Zellkérper transportiert und dort mittels
Phagozytose aufgenommen werden.


https://zeiss.wistia.com/medias/wtveqi1zms

den nachhaltigen Gewadsserschutz in Deutschland, gefordert
vom Bundesministerium fir Bildung und Forschung), inner-
halb dessen Probenahmen bundesweit an verschiedenen
FlieBgewassern (Spree-Havel-System in Berlin, der Ruhr in
Nordrhein-Westfalen, den Flissen Rhein und Mosel in Rhein-
land-Pfalz sowie den Flissen Isar und llz in Bayern) durchge-
fuhrt werden. Im Berliner Stadtgebiet (Spree-Havel-System)
werden Beprobungen u.a. in Zusammenarbeit mit Wasser-
forschungsinstituten, den betroffenen Gesundheits- und Um-
weltbehorden, sowie den Wasserver- und Abwasserentsor-
gungsbetrieben (u.a. Kompetenzzentrum Wasser gGmbH,
Landesamt fur Gesundheit und Soziales, Berliner Wasser-
betriebe) durchgefihrt. Ziel des ,FLUSSHYGIENE"-Verbund-
vorhabens ist es, erweiterte Erkenntnisse Uber Eintrag und
Dynamik hygienischer Belastungen in FlieRgewadssern zu
erlangen.

Probenahme, Praparations- und Bestimmungstechnik
Methodisch wird bei der Lebenduntersuchung von Protisten
so vorgegangen, dass an den jeweiligen Gewassern Wasser-
proben mit einem Ruttner-Schopfer genommen werden
(z.B. drei Replikate a 100 ml ungefiltertes Wasser fur die
Analyse der heterotrophen Flagellaten). Diese werden an-
schliessend gekuhlt und lichtgeschutzt bis zur mikroskopi-
schen Lebenduntersuchung aufbewahrt. Diese Lebendanalyse
sollte so schnell wie moglich innerhalb einer Stunde nach

Abbildung 5

Probenahme erfolgen, um das Risiko des Absterbens sowie
maogliche Interaktionen der Organismen so gering wie
maoglich zu halten. Zur mikroskopischen Bestimmung werden
daraufhin z.B. jeweils mehrere Parallelen einer 510 pl
Wasserprobe auf einen Objekttrager gegeben. Zwei Deck-
glaser links und rechts daneben sowie ein drittes Deckglas
auf dem Tropfen verhindern ein Zerdrlcken der Organismen.
Die heterotrophen Flagellaten werden mit 200 — 400facher
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Abbildung 6 Routinemdfsige, parallele Lebendbestimmung und -zdhlung
von Protisten.

Abbildung 7 Verschiedene heterotrophe Flagellaten (Bicosoeca lacustris
und Monosiga sp.) nutzen die Hille der Kieselalge Asterionella als Substrat.
Lebendaufnahme im Phasenkonstrast
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Abbildung 8 Schematische Darstellung des Stammbaums der heterotrophen Flagellaten (siehe Bestimmungsschlissel von Jeuck und Arndt 2013) mit exemplari-
schen Vertretern zur Veranschaulichung der Formenvielfalt innerhalb dieser Protistengruppe.
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Abbildung 9 Exemplarische Ergebnisse von zwei Lebendzdhlkampagnen am Spree-Havel-System im April und Juni
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Abbildung 10 ZEISS Axio Lab.A1

2016. Probenahmestellen: Spree 120 = Spreetunnel, Spree 130 = Baumschulenweg, Havel 325 = Pichelssee,

Havel 330 = Héhe Grunewaldturm.

Vergroferung und unter Zuhilfenahme des Phasenkontrastes
lebend untersucht (Abb. 5 bis Abb. 7). Der Phasenkontrast ist
unerlasslich fir die Erkennung von Geil3elform, -bewegung
und sonstigen speziellen Zellbestandteilen (Kragen, Lorica,
Ejektisomen etc., Abb. 7). Bei der Bestimmung der Flagel-
laten wird auf spezielle Bestimmungsliteratur zurtickgegriffen
(z.B. Jeuck und Arndt 2013, Abb. 8).

AnschlieSend werden die bestimmten und gezahlten Protis-
tenzahlen auf einen Milliliter hochgerechnet, um Abundan-
zen und Diversitat abschatzen zu kdnnen. Anhand der
gefundenen Flagellatengruppen kénnen Ruckschlisse auf
die Elimination bezlglich pathogener Keime getroffen wer-
den (Abb. 9). Manche Organismen (z.B. Kinetoplastiden)
nehmen weniger Bakterien pro Zeiteinheit auf als andere
(z.B. Choanoflagellaten mit ihrer starken Strudelbewegung
und recht grofsem Kragen), vgl. Boenigk und Arndt 2000
und Abb. 8 fur die auferlichen Unterschiede).

Lichtmikroskopische Gewasseruntersuchungen von lebenden
Einzellern kénnen durch Bestimmung von Abundanzen,
Biovolumina, jeweiligen FrafStypen und unter zur Hilfenahme
von abiotischen und biotischen Parametern und Bakteriena-
bundanzen erste Naherungswerte zur Abschatzung von

bakterieller Konsumption/Protisten-Grazing im jeweils
untersuchten Gewasser bieten. Diese Konsumptionsraten
bieten die Mdglichkeit, Handlungsempfehlungen zur
Forderung der gewasserinternen Eliminationsleistung fur
potentielle Krankheitskeime aufzustellen, die dann auch auf
andere Gewassertypen Ubertragbar sein kdnnen.

Fazit

Je mehr gel6stes organisches Material (DOM) und Bakterien
sich in einem Gewasser befinden und/oder von auf3en

z.B. durch Starkregenereignisse und dadurch bedingte tGber-
laufende Kanalisationen in ein Gewdsser eingetragen wer-
den, desto mehr Protisten kénnen teilweise nachgewiesen
werden. Protisten ernahren sich von Bakterien, die wiederum
DOM aufnehmen, also von deren Verfligbarkeit abhangen.
Unter Einsatz von einfacher, routinemafig nutzbarer Optik
kénnen diese kleinen, in ihrer dkologischen und evolutiona-
ren Bedeutung stark unterschatzen Organismen schnell be-
stimmt und gezahlt werden. Durch die Nutzung von leicht zu
bedienenden Lichtmikroskopen kénnen wichtige Aussagen
Uber die GUte von Gewassern getroffen und neue Erkennt-
nisse fUr potentielle MaRnahmen zu ihrer Verbesserung ge-
wonnen werden.



Empfohlene Mikroskopische Ausriistung

Die typischen Kontrastverfahren am Mikroskop fur aquatische
Organismen sind Hellfeld, Phasenkontrast und Dunkelfeld.
Mit ZEISS Axio Lab.A1 und einem achromatisch — aplanati-
schen Universalkondensor kédnnen diese leicht eingestellt
werden. Die Gro(3e der Protisten liegt zwischen 1 und 150 pm
und kann daher gut mit 10x, 20x und 40x Objektiven erfasst
werden. Um die Zilienmerkmale sicher bestimmen zu
kénnen, ist auf eine gute optische Korrektur (z.B. N-Achro-
plan Objektive) zu achten. Phasenkontrast ist essentiell in der
Charakterisierung, werden doch die Zellbestandteile visuali-
siert. Mit dem Differentiellen Interferenzkontrast (DIC) kann
man noch tiefere Einblicke in das Zellinnere gewinnen, da
auch feine Zellbestandteile kontrastiert werden kénnen.!

' Zu Choanoflagellaten: Einzeller des Jahres 2017: http://www.protozoologie.de/Einzellerdes)ahres2017.html)
Das einen aquatischen Organismus durchstromende Licht, erfahrt zum Teil an einigen Zellbestandteilen gegenlber dem unbeeinflussten Licht
eine sogenannte Phasenverschiebung der Lichtwellen. Der ,Phasenkontrast” im Mikroskop vergrofert diesen Abstand der Wellenfronten
indem er das Beleuchtungs- und gebeugte Licht aus dem Praparat durch einen sogenannten Phasenring im Objektiv leitet. Kommt es im
Idealfall zu einem Versatz von Lambda/2, dem Ausléschungskriterium der Interferenz, tritt als maximaler Kontrast Schwarz auf. (Lit.)
Anders beim DIC Verfahren — hier wird der Beleuchtungsstrahl durch ein Prisma unterhalb der optischen Auflésung in zwei leicht phasenver-
schobene Strahlen getrennt. Werden diese nach Passage der Zellorganellen wieder vereinigt, werden die feinen Phasenunterschiede der

Organellen als ein virtuelles Relief Bild sichtbar. Hierfiir kann z.B. ein AxioScope.A1 als Stativ eingesetzt werden. (LIT).
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Anhang

Sonnentierchen * Volvox *

Grinalge , Pediastrum duplex” (dt. ,Durchbrochenes Zackenrddchen”) und Nauplius Larve (nicht weiter spezifizierbare Larve verschiedener Ruderfufs-
Goldalge , Dinobryon sociale” (dt. ,Becherbdumchen”), 400x, PH ** krebse); 400x, PH **

Larven vom Wasserfloh ,Daphnia longispina”, 100x, DF ** Larve vom Wasserfloh ,Daphnia longispina” mit Muttertier, 100x, DF **



Larve vom Wasserfloh ,Daphnia longispina” mit Muttertier, 100x, HF ** Wasserfloh ,Daphnia longispina” allein, 40x, PH **

Wasserfloh ,Daphnia longispina” allein, 40x, HF ** Nauplius Larve und Wasserfloh ,Daphnia longispina” im DF, 40x **

Nauplius Larve und Wasserfloh ,,Daphnia longispina” im HF, 40x ** Nauplius Larve und Wasserfloh ,,Daphnia longispina” im PH, 40x **

* Mit freundlicher Genehmigung: Dr. K. Kirchhoff, OHG Monheim, Deutschland
** Mit freundlicher Genehmigung: P. Mihlenhoff, Georg-August-Universitat Gottingen, X-LAB, Deutschland



Hqwo Ad0dSOIDIN $S197 118D @ | "US1[Y3GIOA BUNpRIMIUBISNIBAA YDSIUYISL almos Buejwniaall pun buniynisny ut usbunispuy | 810z-90 7D | 851 €107 LY 3A

19119GJe}WSGRIILIAA SSI3Z WSLY| 199 IS U} BYJS USUOIIRWIONU| 3I13yeN "usbunyuelydsag
us|exo| asiemiaydl|bow 163ljia3un usbun|pueyag Japo usidesay ] ‘Ussoubelq aydSIUIZIPaW I} USIYNPOI4 UOA BUNpuSMISA 31 "YdIj}BYIS pueT wapal ul puis 334npoid 3|je WYdIN

Carl Zeiss Microscopy GmbH

07745 Jena, Germany

microscopy@zeiss.com
www.zeiss.com/axiolab


http://facebook.com/zeissmicroscopy
http://flickr.com/zeissmicro
http://twitter.com/zeiss_micro
http://youtube.com/zeissmicroscopy
mailto:micro%40zeiss.com?subject=White%20Paper

