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Aus dem Institut fiir Meereskunde der Universitit Kiel

Zytologische Methoden zur Untersuchung von Phytoplank-
tonpopulationen in ihrem natiirlichen Lebensraum?})

Von JeEns B. DERENBACH

Zusammenfassung: Aus der Literatur und einer eigenen Arbeit leitet sich die Annahme dafiir ab,
daf3 noch homogen sich ausnehmende Planktonpopulationen beziiglich des physiologischen Zustandes
einzelner Organismen ecine starke Variabilitdt besitzen. Daraus entstehen Schwierigkeiten fiir jede
produktionshiologische Analyse, zumal bislang ausschlieBlich summarische Untersuchungsmethoden
Anwendung finden. Diese Differenz zwischen den erhaltenen MeBwerten und ihrer postulierten
Priagnanz erfihrt noch eine erhebliche Zunahme, wenn die Untersuchung auf normalerweise inho-
mogene natiirliche Planktongemeinschaften ausgedehnt wird. Eine Kombination summarischer und
zytologischer Methoden kann solchen Schwierigkeiten wirksam begegnen, ohne den Arbeitsaufivand
unangemessen zu steigern.

Gesucht wird nach adaquaten zytologischen Methoden. Threr hohen Empfindlichkeit und einfachen
Handhabung zufolge erscheinen fluorometrische Nachweise besonders geeignet. Hier wird die Primér-
fluoreszenz des Chlorephylls und die durch Berberinsulfat und Primulin induzierte Sekundérfluores-
zenz ausgewertet. Damit gelingt eine visuelle Einteilung der Phytoplanktonorganismen in Kategorien
je nach Chlorophyllgehalt, Nukleinsduregehalt und Lebendzustand.

Zusammenfassend wird iiber Aussageméglichkeiten fluorometrischer Analysen im Bereich der
Planktonkunde berichtet. AuBerdem wird ihre hierfiir notwendige, mechanisierte Durchfiihrung
projektiert.

Cytological methods for studying phytoplankton populations in natural environments (Summary):
Relevant literature and the author’s own research support the assumption that apparently homo-
geneous plankton communities arc subject to marked variability with regard to the physiological
condition of individual organisms. This gives rise to difficulties when conducting analyses for produc-
tivity, as only integrating mecthods have hitherto been in use. The difference between the obtained
values and their postulated precision becomes even greater when the investigation is extended to
include normally heterogeneous natural plankton communities. A combination of integrating and
cytological methods can cffectively overcome such difficulties without involving an unreasonably
greater expenditure of time and labour.

Adequate cytological methods are searched fer. By reason of their high sensitivity and convenience,
fluorometric methods are particulary suitable. Here the primary fluorescence of chlorophyll and the
secondary fluorescence induced by berberine sulphate and primulin are employed. Thus s visual
separation of phytoplankton organisms into categories according to chlorophyll content, nucleic acid
content and living state becomes feasible.

The possibilities opened by more quantitative fluorometric analyses are shortly summarized.
Moreover, a mechanisation of these analysis methods, so essential to planktology, is projected.

Einleitung

Das Anwenden zytologischer Methoden v dem ohnehin wenig einheitlichen Arbeits-
bereich der Planktonkunde stiitzt sich nicht auf den Glauben, mit der Ubernahme
bislang fremder Arbeitsweisen sei schon zwangsldufig eine Prizisierung der Ergeb-
nisse verbunden. Vielmehr glaubt der Verfasser nachweisen zu kénnen, dafl zytolo-
gische Methoden fiir ein exaktes Auswerten des Probenmaterials unerldflich sind.

1) Teil einer Dissertation.
2) Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft durchgefiihrt.
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1. Bestandsanalyse an gemischten Planktonpopulationen

Die erste Uberlegung, Phytoplanktonuntersuchungen bis auf den zytochemisch defi-
nierten Zustand der einzelnen Zellen auszudehen, leitet sich aus der mangelnden Prig-
nanz summarisch-chemisch bestimmter Parameter ab. Diese Unzulidnglichkeit wird
besonders augenfillig dann, wenn summarisch-chemische Analysen dazubenutzt werden,
eine Planktonpopulation — bestehend aus mehreren Phytoplanktonarten oder bestehend
aus Phytoplankton und Zooplankton — eindeutig zu beschreiben.

Wie tiber die chemische Zusammensetzung einiger Phytoplanktonarten bekannt ist,
variieren die einzelnen Komponenten bei einem Vergleich der Arten untereinander in
erheblichem Mafle (PAarsons, STEPHENs, STRICKLAND 1961; Parsons 1961; Lewin,
GuiLLArRD 1963; Kates 1966; Mapcwick 1966; EppLEy, Hormes, PaascHe 1967;
RiLEY, WiLsoN 1967). Dieser artbedingte, unterschiedliche chemische Aufbau gilt in
gleichem MafBle auch fir das Zooplankton (Beers 1966). Zusitzlich berticksichtigt
werden miissen bei der Auswertung der Analysen alle jene Faktoren, die die Zusammen-
setzung auBBerdem bestimmen: das Alter der Population und der im Entwicklungszyklus
der Individuen erreichte Abschnitt (Iwamura et al. 1955; KorNMANN 1955; SOEDER
1965; BrownN 1966; James 1966; ScumipT 1966; FrEncH 1967); die Tageszeit, die
Intensitidt und spektrale Zusammensetzung der gebotenen Beleuchtung (Doty, Ocur!
1957; Wanka 1962; ANseLL et al. 1963; Pirson, KowarrLik 1964; KowarLik 1965;
Brown 1966; EppLEY, CoAaTswoORTH 1966; SENGER, BisHor 1966; ScamipT 1966; DEIM-
LING, MoHR 1967; WaNka 1967); die Beschaffenheit des Mediums (McALLISTER et al.
1961; MeNzeL, RytHER 1961 STEELE, BAIRD 1962; ANTIA et al. 1963 ; MENZEL et al.
1963 ; LEwiN, GUILLARD 1963 ; GoLbMAN 1965; WERNER 1966; EppLEY 1968; HAYWARD
1968 ; DERENBACH 1969 ; ScHONE 1969 ; STRICKLAND et al. 1969). Aufgrund der Giblicher-
weise durchgefiihrten summarisch-chemischen Analysen allein scheint deshalb eine
exakte Aussage nur {iber die produktionsbiologische Basis, den Bestand, kaum mehr
zuldssig zu sein,

Die beschriebenen Schwierigkeiten werden bei Kulturexperimenten durch die Arbeit
mit Monokulturen weitgehend vermieden. Bei Untersuchungen im natiirlichen Lebens-
raum des Planktons dagegen lassen sie sich nur mit Hilfe geeigneter Methoden vermin-
dern. Einige Moglichkeiten seien kurz betrachtet.

Fraktionierendes Aussieben: Nur im ersten Augenblick mag es scheinen, als lieen
sich so gleiche Ausgangsbedingungen fiir die Analysen erreichen wie in Monokulturen.
Offensichtliche Nachteile dieser Methode sind die méglichen GréBendifferenzen inner-
halb einer Art und die im Vergleich dazu oft nur geringen GréBendifferenzen der
Planktonarten untereinander. Das bedeutet geringe Aussicht auf quantitative Resultate;
ferner die mit der Zahl der Fraktionen zu multiplizierende Analysenzahl und vor allem
die meist geringen zur Verfiigung stehenden Planktonmengen, sofern nicht fir quanti-
tatives Arbeiten an dem gesamten Planktonbestand die ohnehin wenig geeigneten
Netzfinge verwendet werden. Auch ein chromatographisches Trennen der Zellen liefert
kein befriedigendes Ergebnis (Korozumi, ITon, SuiBata 1965). Das heilt, die benétigten
produktionsbiologischen MeBwerte missen aus Wasserproben mit Mischplankton direkt
gewonnen werden. — Diesen Wasserproben fiir den vorliegenden Zweck praktisch
gleichzusetzen, ist die aus der Probe herausfiltrierte partikuldre Substanz.

Auch ein Vervielfachen der zu messenden chemischen Komponenten ermdéglicht noch
keine detaillierte Aussage tiber produktionsbiologische Verhiltnisse in Mischpopula-
tionen. Abgesehen von dem damit verbundenen starken Anwachsen der durchzufiih-
renden Analysen, sind keine fiir Art und Zustand spezifischen chemischen Parameter
bekannt. Zwar trégt die heutzutage gebriduchliche kombinierte Planktonanalyse —Er-
fassen von Zellzahlen und einigen chemischen Komponenten — zur weiteren Prézi-
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sierung der Resultate bei; dennoch gestattet sie nur einen indirekten SchluB3 (DErEN-
zacH 1969) auf den physiologisch zu kennzeichnenden Bestand, sofern die einzelnen
vorkommenden Arten berticksichtigt werden sollen.

Das angestrebte Ziel der differenzierenden Analyse an Mischpopulationen wire dann
erreicht, wenn die Unsicherheit des indirekten Schlusses weitgehend durch die Sicherheit
einer direkten Bestimmung ersetzt werden konnte. Eine solche Bestimmung durchzu-
fihren, ist durch das Auswerten des gemessenen zytochemischen Zustandes der einzelnen
Zellen moglich. Allerdings, alle nur auf zytologische Methoden sich stiitzenden Unter-
suchungen wiirden einen so umfangreichen Arbeitseinsatz zur Voraussetzung haben,
dafB3 schlieBlich eine Kombination zytologischer Methoden mit der herkémmlichen
Arbeitsweise (Zellzahlungen und Messen summarisch-chemischer Komponenten) als
Losung sich anbietet.

2. Indirekte, aber spezifizierte Produktionsmessung

Die Einwidnde gegen summarische Bestandsaufnahmen gelten in analoger Weise auch
fr gleichermaBlen angelegte Produktionsmessungen, also fiir Isotopentechniken oder
direkte Registrierungen energetischer Parameter im Probenwasser. Doch ist fiir die Pro-
duktion bislang kein Ausweg sichtbar, der wie fir den Bestand auch hier zuverlissig
tiber eine summarische Bestimmung hinausfithrte; denn weder erlaubt die Empfindlich-
keit bekannter Methoden eine Untersuchung einzelner Zellen, noch bietet sich durch
den stereotypen Ablauf energetischer Umsetzungen in den Organismen bisher irgend
ein Differenzierungsmerkmal an. Parallel zu herkémmlichen Produktionsmessungen ist
deshalb mit der nétigen Behutsamkeit der Interpretation vielleicht ein indirekter Ma@3-
stab fiir dic ins einzelne gehende Produktionsanalyse anwendbar, ndmlich der an Hand
zytologischer Kriterien festgestellte physiologische Zustand einzelner Organismen. Unter
Berticksichtigung der Umweltfaktoren erscheint auch so der Schluf3 auf die Produktion
zulissig; dies mit um so gréBerer Berechtigung, da von bestimmten zytologischen Kri-
terien sogar Aufschlufl tiber das Produktionspotential erwartet werden darf.

Noch ein weiterer Grund spricht fiir diese indirekte Bestimmung: Die bei direkter
Produktionsmessung methodisch bedingte Milieudnderung fithrt in der Probe einer
natiirlichen Population zu nicht unerheblichen Anderungen von den am natiirlichen
Standort gegebenen MeBwerten, denn es wird ja eine Reaktion der Organismen auf
bestimmte Umwelteinfliisse registriert. Méglicherweise ist auch deshalb das Erfassen
des zytochemischen Zustandes einzelner Zellen derselben Probe geeignete Basis
fir die Produktionsbestimmung, da sich ein Grofiteil der chemisch meBbaren
Komponenten vermutlich nur langsam den verdnderten Umwelteinfliisssen anpaf3t. Dem
Einwand, der Schlul3 von chemisch gemessenen Komponenten auf eine Reaktion der
Organismen sei aus eben diesem Grunde nicht zuldssig, kann entgegengehalten werden,
daB als Regel in situ die Konstitution der Organismen mit der Mehrzahl ihrer Reak-
tionen als korreliert angenommen werden darf.

3. Physiologische Patchiness

Nach der bisher unternommenen Rechtfertigung zytologischer Methoden im Zusam-
menhang mit herkémmlichen Untersuchungstechniken soll kurz zusammengefal3t werden,
welchen Differenzierungsgrad zytologische Analysern an Planktonpopulationen erreichen
kénnen und, obwohl solche Analysen in erster Linie auf den Bestand zielen, welche
Beziehungen zur Produktion damit erstmals messend verfelgt werden kénnen.
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Werden beispielsweise Ergebnisse von Fiitterungsexperimenten auf das freie Wasser
ibertragen, dann verursacht die unregelmiBige Verteilung der Organismen in ihrem
natiirlichen Lebensraum eine erhebliche Unsicherheit bei der Berechnung der Verhilt-
nisse zwischen Produzenten und Konsumenten. Diese Unsicherheit jeder Produktions-
analyse durch Phinomene der Patchiness wurde auf dem ,,Symposium on marine food
chains® im Juli 1968 in Aarhus (Dinemark) deutlich (z. B. Dickie und PALOHEIMO;
Parsons und LEBrasseur); Professor Hempel formulierte im Verlaufe der AbschluB3-
besprechung den Wunsch zu Kontrollen tiber die Einfliisse der Patchiness. Wie von
TauB und Dorrar (1968) als Ergebnis von Kulturexperimenten aufgefithrt, mi3te
ferner  das ist auch in Aarhus weitgehend unberticksichtigt geblieben — der physio-
logische Zustand der von den Konsumenten verwerteten Organismen in die produktions-
biologische Betrachtung einbezogen werden. Das gilt in besonderem Mafe fiir Produk-
tionsanalysen im freien Wasser; denn daB sich der physiologische Zustand der Primair-
produzenten in ihrer Gesamtheit beispielsweise mit der Beschaffenheit des Mediums
und dem Alter der Population #dndert, dafiir lassen sich unschwer noch mehr als die
eingangs angefiihrten Zitate herbeischaffen. Hingegen liegt noch keine Information vor
tiber den Zustand oder die Zustandsdnderung einzelner Individuen im Rahmen ihrer
Gesellschaft und im Verlaufe ihres Auftretens. Wenn sich aber Heterogenitit und Vari-
abilitdt im natiirlichen Lebensraum des Planktons in einer unregelmiBigen Verteilung
der Organismen manifestieren, dann darf auch eine Ungleichférmigkeit ihres physio-
logischen Zustandes als nicht unbegriindet vermutet werden (man vergleiche DEREN-
BacH 1969),

Da sich das Wort Patchiness zur Kennzeichnung fin die UnregelméBigkeit in der
Verteilung der Planktonorganismen eingebtirgert hat, sollte dieser Begriff auch auf die
UnregelmaiBigkeit im physiologischen Zustand Anwendung finden; handelt es sich doch
um ein Phidnomen vermutlich gleicher Ursache. Bevor der Begriff Patchiness aber
hierfiir benutzbar wird, bedarf seine Definition einer Prizisierung. Bisher wurde die
Patchiness ausschliellich verstanden als Beschreibung fiir die unregelméiBige Verteilung
der Organismen im Raum. Stattdessen soll zwischen zwei grundsitzlich verschiedenen
Formen der Patchiness unterschieden werden:

a) einer Patchiness, die sich nur auf Anzahl und Verteilung der Individuen bezieht
(numerische Patchiness) und

b) einer Patchiness, die allein die Verschiedenartigkeit im physiologischen Zustand
der Organismen in Bezug auf ihre rdumliche Anordnung betrifft { physiologische
Patchiness).

Die Frage, wieweit beide Formen der Patchiness einander bedingen, kann erst das
Resultat zytologischer Untersuchungen an Planktonpopulationen beantworten. Aber
die Antwort darf erwartet werden mit der gleichen Sicherheit, wie diese Form der
Untersuchung auch den Begriff physiologische Patchiness mit konkretem Inhalt zu
fullen vermag; das bedeutet z. B. differenzierenden Einblick in die Populationsdynamik
freilebender Planktonorganismen oder in die Schmutzwassereinflisse auf Plankton-
gemeinschaften in natirlichen inhomogenen Medien.

4. Aufgabenstellung und Arbeitsgerit

Fur die Diagnose des physiologischen Zustandes einzelner Planktonorganismen, hier
Phytoplanktonzellen, scheinen aus der Vielzahl zytologischer Techniken die fluoreszenz-
mikroskopischen Methoden besonders geeignet zu sein. Sie gestatten empfindliche Ana-
lysen auch gréBerer Probenmengen in relativ kurzer Zeit. Bericksichtigt werden soll
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die Primérfluoreszenz, auBlerdem die durch Fluorochrome induzierte Sekundirfluo-
reszenz. Ziel der Untersuchung ist das Verbessern und Entwickeln geeigneter Methoden.

Das zur Verfiigung stehende Arbeitsgerdt war ein zum Fluoreszenzmikroskop umge-
riistetes Standard-WL-Mikroskop (Fa. Zeiss) mit Neofluaren und einem Kondensor der
numerischen Apertur 1,3. Als Lichtquelle diente eine Quecksilber-Héchstdrucklampe
HBO 2001).

Ergebnisse und Diskussion

l. Untersuchungsmethode auf Grund der Primérfluoreszenz des
Chlorophylls

Die Primirfluoreszenz assimilierender Organismen bezieht sich im wesentlichen auf
die der Chloroplasten. Die fluoreszierende Substanz ist das Chlorophyll. Diese Eigen-
schaft des Chlorophylls ist praktisch seit Beginn der Fluoreszenzmikroskopie Gegenstand
zahlreicher Untersuchungen (zusammenfassende Darstellung bei HarTinger 1959,
STRUGGER 1949, Price und ScHwaRrz 1956). In neuerer Zeit haben Woob (1956),
Woop und OppPENHEIMER (1962) und Woob (1962) auf einige Moglichkeiten hinge-
wiesen, die Primérfluoreszenz des Chlorophylls fiir mikroskopische Beobachtungen am
Phytoplankton heranzuziehen. Opum (1968) tibernimmt diese Methoden zur Unter-
suchung des Mageninhaltes von Phytoplankton fressenden Fischen. SchlieBlich ebenfalls
auf der Fluoreszenz des Chlorophylls und seiner Abbauprodukte beruhen empfindliche
summarische Chlorophyllbestimmungsmethoden (YEnTscH, MEenzeL 1963; HoLwm-
Hansen et al. 1965; LorenzeN 1965; YEnTscH 1965a).

Fir die Fluoreszenz der Chlorophylle liegt die optimale Wellenldnge des dafiir be-
nétigten Erregerlichtes zwischen 390 und 470 nm, das Maximum des emittierten Lichtes
zwischen 650 und 670 nm (YENnTscH, MENzEL 1963; Sarjo, NisHizawa 1969). Im
Mikroskop bemerkbare Abweichungen bei der Betrachtung lebender Organismen von
diesen an Azetonlésungen gefundenen Werten sind nicht zu erwarten (FrRencH 1960;
Tuaowmas, FLigHT 1964).

Aus dem Spektrum der Quecksilber-Héchstdrucklampe werden deshalb die bei 365,
405 und 435 nm liegenden Maxima genutzt (Erregerfilter BG 38, BG 12 und Sperrfilter 53
und 44). Dem Betrachter der Planktonprobe zeigt sich dabei folgendes Bild: Von einem
tiefolivengriinen Untergrund heben sich deutlich ab die leuchtend rot fluoreszierenden
Chloroplasten der Phytoplankter. Bei genauer Analyse 148t sich auBlerdem an den
gleichen Objekten manchmal eine geringe, von den Chloroplasten beinahe géinzlich
iberstrahlte Griinfluoreszenz des Plasmas entdecken (Zelltyp I). Auffallend sichtbar
werden kann diese Griinfluoreszenz bei Zooplanktern. Neben diesen beiden leuchtinten-
siven Bildern finden sich mit Ubergingen noch zwei weitere, weniger farbkriftige.
Zunichst Phytoplankter mit anscheinend wunverdndertem Zellinhalt und auch
in Form und Anordnung annidhernd normal lokalisierten Chloroplasten; jedoch
ist bei ihnen die Fluoreszenz des Chlorophylls oft bis auf einen tiefweinroten Schimmer
der Griinfluoreszenz des Plasmas gewichen (Zelltyp II). Ferner lassen sich Phytoplankter
erkennen, deren Zellinhalte stark geschrumpft, flockig oder klumpig sind; ihre Fluo-
reszenzfarbe ist griinlich bis braunlich (ebenfalls die Fluoreszenzfarbe schon ldnger abge-
toteter Zooplankter), hdufig mit einem geringen, oft wenig abgegrenzten Weinrot oder
Orange (Zelltyp III).

Nach Versuchen mit fixiertem Phytoplankton, bei dem spitestens 24 Stunden nach
unterschiedlicher Behandlung keine Fluoreszenz des Chlorophylls mehr zu beobachten

1) Das Gerét wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft zur Verfiigung gestellt.
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war, schlagen Woop und OPPENHEIMER (1962) vor, die Primirfluoreszenz des Chloro-
phylls als Kriterium fiir den Lebendzustand des Phytoplanktons zu verwenden. So
einfach die Methode fiir eine solche Differenzierung in der Handhabung wire, den
natiirlichen Gegebenheiten wird sie kaum gerecht. Selbst unter der Annahme, die
Fluoreszenzintensitit des Chlorophylls wire seiner Konzentration direkt proportional
(Zusammenfassung der diesbeziiglich existierenden Auffassungen bei FrencH 1960;
man vergleiche auch STrickLAND 1968), ist keine Einordnung der oft zu beobachtenden
Zellen mit vergleichsweise miBiger Chlorophyllfluoreszenz moglich: Handelt es sich
dabei win lebende Zellen mit geringem Pigmentgehalt oder um tote Zellen mit teilweise
abgebauten Pigment? Diese Frage ist um so eher berechtigt, da als nachgewiesen gelten
darf, daB3 der Chlorophyllgehalt vermutlich lebender Phytoplankier erheblich (YENnTSCH,
ScaceL 1958; STeeLE, BAIrRD 1962; AnTIA et al. 1963; CasTteLvi 1963; MCALLISTER et
al. 1964; MaTTeERNE 1968; DERENBACH 1969), bis um das Mehrfache seines Betrages
(YENTScH, RyTHER 1957; HumpPHREY 1963) schwanken kann. AuBlerdem scheint es
fraglich zu sein, ob der Abbau des Chlorophylls bis zum nicht fluoreszierenden Baustein
in situ wirklich so schnell vonstatten geht; denn entgegen den erwihnten Beobachtungen
von Woob und OPPENHEIMER konnte eine deutliche Chlorophyllfluoreszenz an fixiertem
Phytoplankton tiber mehrere Tage hindurch festgestellt werden:

Das mit einem 56 p-Netz in der Kieler Forde gesammelte Phytoplankton Skeletonema
costatum GREV.; Cerativm tripos MUOLLER ; Ceratium fusus EHR.; Thalassioirix niizioides GRUN.
Nitzschia seriata GLEVE) wurde in einigen Millilitern Ostseewasser resuspendiert und in
drei gleiche Teile geteilt. AnschlieBend wurde das Plankton der Suspensionen auf ver-
schiedenc Weise fixiert:

a) durch Erhitzen auf ca. 95° C iiber eine Minute.
b) durch Zugabe von Formaldehyd (Herstellen einer 59%,-iger: Losung).

c¢) durch zweimaliges Ausfrieren bei Temperaturen um — 10° C.

Von jeder der drei Suspensionen wurden daraufhin in vier Zentrifugenglaser jeweils
wenige Millimeter abgefiillt. In zwei Zentrifugengldsern wurden die Suspensionen dabei
mit SORENSEN-Phosphatpuffer auf pH 7 gepuffert und in je einem der mit gepufferter
oder ungepufferter Suspension gefiillten Zentrifugengliser wurden mogliche Bakterien-
einfliisse durch Penicillingaben (1000 u.i. per ml; man vergleiche MATTERNE 1968)
unterbunden. Dieser Arbeitsgang wurde insgesamt dreimal durchgefiihrt, so daB3 schlie3-
lich drei gleichartige Sitze unterschiedlich vorbehandelter Planktonsuspension zur Ver-
fugung standen, die von einander abweichenden Hilterungsbedingungen ausgesetzt
werden konnten. Diese waren:

a) Beleuchtung mit einer 100 Watt-Osram-Glithbirne vom Typ D bei Temperaturen
um 20° C.

b) ddmmerige Zimmerbeleuchtung bei Temperaturen um 20° C.

c¢) LichtabschluB bei Temperaturen um 6° C.

Der Chlorophyllabbau in den einzelnen Proben wurde an Hand der mikroskopisch
beobachteten Chlorophyllfluoreszenz kleiner Teilproben in Zeitabstinden von einem

bis zu mehreren Tagen untersucht. Die Beobachtungsergebnisse sind in den Tabellen 1,
2 und 3 aufgefithrt, Zur Erlduterung ist dabei vorauszuschicken:

1. Erwartungsgemil beeinfluf3t das Fixieren die Bindung des Chlorophylls. Die Hitze-
fixation bewirkt eine diffus in der ganzen Zelle verteilte Chlorophyllfluoreszenz; die
Farbe besitzt eine orange getonte KKomponente, die im weiteren Verlauf des Versuchs
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Art der
Fixierung

Hitze
Hitze
Hitze
Hitze
Formalin
Formalin
Formalin
Formalin
Kilte
Kilte
Kilte
Kilte

Art der
Fixierung

Hitze
Hitze
Hitze
Hitze
Formalin
Formalin
Formalin
Formalin
Kilte
Kilte
Kilte
Kilte

Art der
Fixierung

Hitze
Hitze
Hitze
Hitze
Formalin
Formalin
Formalin
Formalin
Kilte
Kilte
Kilte
Kilte

Tabelle 1

Untersuchung der Chlorophyllfluoreszenz fixierter Phytoplankter

(Halterung bei andauernder Beleuchtung und Temperaturen um 20° C)

Behandlung
des Mediums

Puffer
Puffer, Penic.

Penicillin
Puffer
Puffer, Penic.

Penicillin
Puffer
Puffer, Penic.

Penicillin

sehr schwach
sehr schwach
sehr schwach
sehr schwach
schwach
schwach
maBig
maBig
maBig
schwach
maBig

sehr schwach

Mikroskopisch beobachtete Fluoreszenz nach

2

sehr schwach
sehr schwach

schwach
schwach
schwach
schwach
maBig

sehr schwach

Tabelle 2

3

sehr schwach
sehr schwach
sehr schwach
sehr schwach
schwach

+

sehr schwach
sehr schwach
sehr schwach

6 Tagen

Untersuchung der Chlorophyllfluoreszenz fixierter Phytoplankter
(Halterung bei ddmmriger Zimmerbeleuchtung und Temperaturen um 20° C)

Behandlung
des Mediums

Puffer
Puffer, Penic.

Penicillin
Puffer
Puffer, Penic.

Penicillin
Puffer
Puffer, Penic.

Penicillin

stark
stark
stark
mafig
maflig
maBig
stark
stark
milBig
mafig
stark
stark

Mikroskopisch beobachtete Fluoreszenz nach

3

schwach
maBig
schwach
miBig
mafig
schwach
stark
schwach
maBig
maBig
stark
stark

Tabelle 3

6

sehr schwach
sehr schwach
sehr schwach
schwach
schwach
schwach
stark
schwach
schwach
schwach
schwach
schwach

9

sehr schwach
sehr schwach
sehr schwach
sehr schwach
schwach
schwach
maflig
schwach
schwach
schwach
schwach
schwach

15 Tagen

sehr schwach
sehr schwach
sehr schwach
sehr schwach
schwach
schwach
miBig
schwach
sehr schwach
sehr schwach
sehr schwach
sehr schwach

Untersuchung der Chlorophyllfluoreszenz fixierter Phytoplankter
(Halterung unter Lichtabschlufl und Temperaturen um 6° C)

Behandlung
des Mediums

Puffer
Puffer, Penic.

Penicillin
Puffer
Puffer, Penic.

Penicillin
Puffer

Puffer, Penic.

Penicillin

stark
stark
stark
maBig
stark
stark
stark
stark
mafBig
miBig
stark
stark

Mikroskopisch beobachtete Fluoreszenz nach

3

mabig
mafig
maBig
maBig
maBig
schwach
stark
stark
mafig
maBig
stark
stark
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6

schwach
mafig
schwach
mafig
schwach
schwach
stark
stark
schwach
schwach
maBig
maBig

9

sehr schwach
sehr schwach
sehr schwach
schwach
schwach
schwach
maBig

stark
schwach
schwach
méaBig

mafig

15 Tagen

sehr schwach
sehr schwach
sehr schwach
sehr schwach
schwach
schwach
malig

stark

sehr schwach
sehr schwach
sehr schwach
maBig



zunehmend dominiert. Bei kiltefixierten Zellen ist die Chlorophyllfluoreszenz zu Beginn
des Versuchs in der Hauptsache auf die Chloroplasten beschrdankt und dndert sich in
der Farbe spiter gegen ein tiefes Weinrot. Nur in formaldehydfixierten Zellen bleibt
die Chlorophylifiuoreszenz streng in den Chloroplasten lokalisiert und wird kaum einer
Farbtondnderung unterworfen.

2. In Losungen mit hoheren osmotischen Werten, wie sie durch den Phosphatpuffer
oder den Penicillinzusatz verursacht werden, kann ein Chlorophyllabbau durch das
Austreten des Chlorophylls in das umgebende Medium vorgetduscht werden (deutliche
Chlorophyllfluoreszenz, d.h. Chlorophylladsorption durch die wenigen vorhandenen
Copepoden).

3. Der pH-Wert in den gepufferten Suspensionen betrug 7,0 und in den ungepufferten
Suspensionen fiir die Gesamtdauer der Versuche 5,4.

4. Die beobachtete Chlorophyllfluoreszenz der Ceratien ist immer deutlich starker
als diejenige der Diatomeen. Von den Ceratien zeigt bei fortschreitender Versuchsdauer
Ceratium fusus in der Regel das kriftigere Fluoreszenzbild.

5. Die Kiltefixierung scheint nicht fiir alle untersuchten Organismen gleichermafBen
vollstdandig zu sein.

Zusammenfassend lautet das Ergebnis der Hilterungsversuche: Entscheidenden Ein-
fluB auf die Chlorophyllfluoreszenz besitzen weder die Temperatur, der pH-Wert, noch
die Bakterien. Hierfiir ist vor allen anderen Bedingungen die Beleuchtungsstiarke verant-
wortlich. Aus diesem Grunde darf die Chlorophyllfluoreszenz als Indiz fiir den Lebend-
zustand kaum verwendet werden. Zwar lassen sich aus Ergebnissen von YENTscH (1965 b),
der Tiefenproben tiber einige Tage auf ihre 1#C-Aufnahme untersucht hat, Abbauzeiten
fir das Phéophytin (Phidophytin besitzt ebenfalls die Eigenschaft zu einer kriftigen Rot-
fluoreszenz) von rund 20 bis 30 Stunden entnehmen, doch kann diese hohe Abbauge-
schwindigkeit ebenfalls auf eine Lichtschddigung des Pigments zuriickzufithren sein
(iber die Abnahme des Fluoreszenzlichtes der Chlorophylle unter Bestrahlung vergleiche
Frencr 1960; sie ist innerhalb einiger Minuten auch unter dem UV-Mikroskop zu
beobachten). Im anderen Falle wiren die hohen Phiaophytingehalte in grofleren Wasser-
tiefen (YENTscH 1965a; LorENZEN 1967a) nur schwer erklarlich.

Abgesehen von der recht groben Differenzierung zwischen stark und schwicher
fluoreszierender Phytoplankter scheint es nicht moglich zu sein, die spektralen Unter-
schiede im Fluoreszenzlicht zwischen dem Chlorophyll und seinen verschiedenen Abbau-
produkten direkt zu einer visuellen mikroskopischen Analyse heranzuziehen. Wird bei-
spielsweise das Chlorophyll in den oben als Typ I beschriebenen Zellen durch Ansduern
mit HCI phiophytinisiert, so tritt eine deutliche Helligkeitsminderung des Fluoreszenz-
lichtes ein (das Zellplasma zeigt hierbei das unter Typ III beschriebene Fluoreszenzbild).
Nach YenTscH und MENzEL (1963) betrdagt das Verhiltnis der Intensitdten des Fluo-
reszenzlichtes vor und nach Ansduern fur das in Aceton geloste Chlorophyll a rund 1,7.
Horm-HanseN et al. (1965) finden unter derselben Fragestellung fiir ebenfalls in Aceton
geloste gewichtsgleiche Mengen Chlorophyll und Phéophytin folgende Werte: Chloro-
phyll a zu Phiophytin a gleich 2,5; Chlrophyll ¢ zu Phaophytin c gleich 6,3. Dieser
Intensitidtsabfall ist vermutlich in erster Linie fiir die nach dem Ansduern im Mikroskop
zu beobachtende schwach weinrote Farbe der Chloroplasten verantwortlich und weniger
die geringe mit der Phiaophytinisierung verbundene spektrale Verschiebung des Fluo-
reszenzlichtes in den ldngerwelligen Bereich.

Werden in einem umgekehrten Fall die leuchtend rot fluoreszierenden Chloroplasten
(Typ I) mit NaOH behandelt, wobei sich das Chlorophyll in Phytol, Methanol und
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Chlorophyllin spaltet, dann schlidgt die Rotfluoreszenz ohne starken Intensitidtsabfall in
Orange um (das Zellplasma zeigt wiederum das unter Typ III beschriebene Fluoreszenz-
bild). Auch das Phdophorbid (erhiltlich durch Ansduern der chlorophyllinhaltigen
Zellen) fluoresziert orangefarben. SchlieBlich sind bei der Untersuchung nattirlicher
Phytoplanktongesellschaften nur selten Zellen zu finden, die mikroskopisch eindeutig
dem allein phdophytinhaltigen oder dem allein chlorophyllinhaltigen, beziehungsweise
phidophorbidhaltigen Typ zuzuordnen wiren. — Auf dem Wege der Extraktion fanden
dagegen ParTERSON und Parsons (1963) bei zwei Wochen alten Kulturen der Diatomee
Skeletonenia costatum, daf3 Chlorophyllin a 909, des gesamten Pigments ausmachte.

Mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie ist deshalb ein exaktes Erfassen der Pigment-
verhiltnisse nur in einer tber die visuelle Beobachtung hinausgehende Analyse der

Fluoreszenzspektren moéglich. GoEDHER (1964) fand — in einer prinzipiell auch fiir
Mikroskopphotometer zuldssigen Versuchsanordnung — bei einigen Phytoplanktern
eine vom Kulturalter abhidngige Verschiebung der Emissionsspektren.  Auch an Hand

der nachlassenden Intensitit des Fluoreszenzlichtes unter andauernder UV-Bestrahlung
(man vergleiche hierzu FrRencH 1960) liel3 sich keine Methode finden, die miskrosko-
pisch einfach zu handhaben gewesen wire.

So bleibt die auf der Primédrflucreszenz der Chlorophylle sich begriindende mikros-
kopische Aussage weitgehend begrenzt. Die drei beschriebenen Zelltypen werden hin-
sichtlich ihres physiologischen Zustandes folgendermalBen charakterisiert:

Typ 1. Normale, ungeschiddigte Zellen leuchtend rote Fluorezenz der Chloroplasten,
die praktisch jede andere in der Zelle vorhandene Fluoreszenz tiberstrahlt).

Typ II. Chlorophyllarme, moglicherweise phdophytinhaltige Zellen (starker griinlich
fluoreszierender, aber beziiglich der Form und Anordnung der Chloroplasten normal
erscheinender Zellinhalt mit maBiger, oft auf das Zentrum der Chloroplasten beschrank-
ter weinroter Fluoreszenz).

Typ III. Abgestorbene, auch Abbauprodukte der Chlorophylle enthaltende Zellen
(griinlich-braunlich-rétlich fluoreszierender, geklumpter, flockiger oder geschrumpfter
Zellinhalt).

Auswerten der Probenmengen im einzelnen: Das auf Filtern, die niemals ganz trocken
gesaugt werden dirfen, gesammelte Material wird durch griindliches Abspiilen mit
filtriertem Seewasser derselben Probe nahezu quantitativ resuspendiert. Dies gelingt
ohne Schwierigkeiten um so leichter, wenn die Filteroberfliche vor Filtrationsbeginn
mit einem feinen, die Untersuchung nicht beeintrachtigenden Pulver bestreut worden
ist. Bei Untersuchungen beziiglich der Chlorophyllfluoreszenz einzelner Zellen kann
beispielsweise das auch fiir die summarische Chlorophyllanalysen hierfiir gebrauchliche
MgCO, Verwendung finden. Uber den moglichen Verbleib einzelner Zellen auf dem
Filter informiert eine kurze UV-mikroskopische Kontrolle. Diese restlichen Zellen lassen
sich in der Regel durch Schiitteln des Filters in Seewasser ablésen.

Die resuspendierten Zellen werden anschlieSfend durch Zentrifugieren (5 Minuten bei
3000 g) auf wenige Milliliter eingeengt; hieraus erfolgt dann das mikroskopische Aus-
zéhlen dex Zellen ohne Zihlkammer. Wenn ein Auflichtmikroskop zur Verfiigung steht,
ist sein Benutzen zur direkten Auswertung der Filter vor allem bei gréfieren Proben-
mengen entschieden vorteilhafter. In beiden Fiéllen beschrinkt sich die Zihlung nor-
malerweise auf die den Hauptanteil der Probe ausmachenden Phytoplanktonarten; sie
wird unter Beriicksichtigung der oben genannten Klassifizierung durchgefithri. Aus den
so gefundenen Verhiltniszahlen 148t sich dann die 6kologische Dominanz und die
tatsdchliche Anzahl der verschiedenen Zelltypen pro untersuchter Art und Liter Meer-
wasser mit Hilfe der Werte aus gleichzeitig durchgefithrten UTERMOHL-ZAHLUNGEN
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(UterMOHL 1958; BraarUD 1958; GiLLERICHT 1962) errechnen. Zusammenhinge mit
anderen Daten, die gleichen Proben entstammen, ergeben sich wie z. B. bei DERENBACH
(1969) beschrieben.

Das Ausbleiben der Chlorophyllfluoreszenz unter dem EinfluBl anhaltender Bestrah-
lung mit Erregerlicht kann bei dem rasch durchgefithrten Auszidhlen in seiner Auswir-
kung auf das Ergebnis unberiicksichtigt bleiben, zumal mit der Sehfeldblende die Aus-
leuchtung immer nur auf das jeweils auszuzihlende Arreal beschrinkt wird. Aullerdem
ist darauf zu achten, daB die Proben méglichst wenig dem vollen Tageslicht ausgesetzt
werden (HAITINGER, LinsBAUER 1933 ; HarTinger 1935).

2. Untersuchungsmethoden auf Grund der Sekundédrfluoreszenz

Nachdem sich gezeigt hat, daf3 die Priméirfluoreszenz nur in engem Rahmen zu Aus-
sagen uber den physiologischen Zustand des Phytoplanktons befdhigt, muBBten Methoden
gefunden werden, die mit Hilfe der durch Fluorochrome induzierten Sekundirfluo-
reszenz genauere Analysen zulassen (zusammenfassende Darstellungen tiber Fluoro-
chrome und ihre Anwendung von HAITINGER 1959; STRUGGER 1949 ; PRICE, SCHWARTZ
1956 ; STOCKINGER 1964). Die gesuchten Methoden sollten eindeutig eine Unterscheidung
zwischen toten und lebenden Phytoplanktern erlauben. AuBBerdem sollte wenigstens eine
in summarischen Analysen bestimmte und als brauchbar bei der Kennzeichnung einer
Population erkannte chemische Komponente erfafit werden.

Mit dieser Zielsetzung wurden folgende Fluorochrome bei variierenden Salzgehalten,
pH-Werten und Farbstoffkonzentrationen in ihrer differenzierenden Farbewirksamkeit
auf das Phytoplankton untersucht: Acridinorange (Fa. Merck) ; Acriflavin (Fa. Chroma);
Aminoterepthalsiure (Fa. Chroma) ; Auramin (Fa. Merck) ; Berberinsulfat (Fa. Chroma);
Kaliumfluorescein (Fa. Bayer); Primulin (Fa. Chroma); Rhodamin B (Fa. Merck).
Zwei Fluorochrome wurden hiervon als geeignet ausgewéhlt: Primulin zur Unterschei-
dung zwischen lebendem und totem Phytoplankton und Berberinsulfat zur Anfirbung
der Nucleinsduren.

2a. Primulin — Fluorochromierung

Primulin ist ein als Direktfarbemittel bekannter Thiazolfarbstoff. Seine blauiich-weil3-
gelbliche Fluoreszenz ist mehrfach beschrieben worden. Bei der Durchmusterung einiger
Fluorochrome aufihre Farbewirksamkeit fiir pflanzliche Objekte wird sie von HAITINGER
und LinsBauer (1933; 1935) als blaulich-wei3, griinlich-weil3 oder gelb bezeichnet.
HaceMANN (1937 a, b) entdeckte ,,eine neue Sichtbarmachung filtrierbarer Viruskor-
perchen® mit Primulin; die fixierten Viren fluoreszieren weil3 bis blaulich-weil3. Bisnop
und SMmiLEs (1957) stellten mit Primulin bei einigen Siugetieren die Diagnose auf tote
Spermatozoen; diese fluoreszieren hellblau, lebende bleiben im Fluoreszenzbild un-
sichtbar.

Wegen des zu erwartenden blauen Fluoreszenzlichtes wird bei der Primulinfiarbung
zur optimalen Erregung (moéglichst energiearmes Licht, um ein UV-Schidigung der
Objekte gering zu halten) aus dem Emissionsspektrum der Quecksilber-Héchstdruck-
lampe vor allem das bei 365 nm liegende Maximum ausgenutzt (Erregerfilter BG 38
und UG 1; Sperrfilter 41 oder 44 und 65). Dem Betrachter einer angefirbten Plankton-
probe bietet sich dabei ein Bild, worin auf einem blauen, mit abfallender Farbkonzen-
tration zunehmend dunkler werdenden Untergrund drei Zelltypen deutlich zu unter-
scheiden sind:

a) Dunkelblau fluoreszierende Zellen (mit moglicherweise etwas hellerer Zellwand),

die sich bei stirker primulinhaltigem Medium nicht oder nur wenig vom Unter-
abheben (Typ I).
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b) Ganz von einer weiBllich-bldulichen Fluoreszenz erfiillte Zellen. Bei lingerer UV-
Bestrahlung wandeln sich die als Typ I beschriebenen Zellen in ihrer Fluoreszenz-
farbe in den hier als Typ II zu bezeichnenden Zelltyp um.

c) Zellen mit geklumpten, griinlich-gelblich fluoreszierenden Zellinhalt (Typ III).

Auf Grund dieser mit Primulin moglichen Differenzierung zwischen verschiedenen
Zelltypen wurden mit dem Farbstoff weitere Untersuchungen durchgefithrt. Zunichst
war die Frage zu beantworten, ob die unter anhaltender UV-Bestrahlung zu verfolgende
Umwandlung des Zelltyps I in den Zelltyp II auf einer Farbstoff- oder einer Plasma-
ianderung beruht. Die obige Versuchsanordnung deutet bereits auf eine Plasmainderung
hin, eine Vermutung, die zwei Experimente bestitigen:

a) Werden die mit Primulin angefidrbten Zellen mehrfach gewaschen, dann ist die
beschriebene Anderung des Typs I nicht mehr zu beobachten; vielmehr verdunkelt
sich die fiir diesen Typ charakteristische Blaufluoreszenz bei anhaltender Be-
strahlung.

b) Wird eine Phytoplanktonprobe kurzzeitig erhitzt, daraufhin gefiarbt und ge-
waschen, so zeigt ein leicht geflockter Zellinhalt nur die den Typ II kennzeich-
nende Fluoreszenz. Wird die Farbung der abgetéteten Phytoplankter nach einigen
Stunden wiederholt, dann findet man das fiir den Typ III chararkeristische Fluo-
reszenzbild.

Als mogliche Ursachen dieser Plasmadnderung kommen photodynamische und
toxische Eigenschaften des Primulins und auBBerdem die Wirkungen der UV-Bestrahlung
in Frage. Wieweit die fiir den Typ I beobachtete Zustandsinderung der Zellen im
Fiarbebad bei anhaltender Bestrahlung auf die Eigenschaften des Farbstoffs zuriick-
gefithrt werden kann, dariiber gibt cine Arbeit von van Dunn (1961) Auskunft: Mit
photoelektrischen Methoden wurde die quantitative Beziehung zwischen der toxischen,
der photodynamischen und der reinen Lichtwirkung registriert. Die einzelnen Wirk-
komponenten wurden indirekt durch Motilititsinderungen von Rinderspermien ge-
messen. Aus der Reihe der untersuchten Fluoreszenzfarbstoffe stellten sich dabei Rho-
damin B und Primulin als diejenigen mit sehr geringer photosensibilisierender Wirkung
heraus. Auch die toxische Wirkung des Primulins war sehr gering. Deshalb scheint
der SchluB zulassig zu sein, daBl die beobachtete Anderung in der Fluoreszenzfirbung
weder durch eine Farbstoffzersetzung noch durch die photosensibilisierende oder
toxische Wirkung des Primulins verursacht wird, sondern vielmehr auf einer direkten
UV-Schidigung der Zelle beruht,.

Abgesehen von der Beantwortung der obigen Frage liefern diese Befunde den ersten
Ansatzpunkt zu einer Methode, mit Hilfe der Primulinfiarbung lebende und tote Proto-
plasten von einander zu unterscheiden. Der Beweis fir diese Verwendungsmoglichkeit
des Primulins wurde analog zu den Versuchen von STRUGGER (1940; 1949) an der
Epidermis der Zwiebelschuppe von Aflium cepa durchgefithrt. An diesem Objekt bewies
STRUGGER in seinen Versuchen die Brauchbarkeit des Fluorochroms Acridinorange zur
Unterscheidung lebender von toten Protoplasten.

In parallellaufenden Féarbereihen werden kurzzeitig erhitzte und unbeschidigte Epi-
dermisstiicke mit Primulin oder mit Acridinorange eingefarbt. Anhand der von STrRUG-
GER gefundenen Kriterien fiir die zwei verschiedenen mit der Acridinorangefiarbung sich
ergebenden Fluoreszenzbilder und aufgrund der Tatsache, daf3 die Plasmolyse bei ent-
sprechenden Versuchen mit Primulin immer nur bei den dunkelblau fluoreszierenden
Zellen zu beobachten war (bei partiell blaulich-weil3 fluoreszierenden Protoplasten war
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nur der dunkelblau fluoreszierende, niemals der bldulich-weile Teil zur Plasmolyse
befihigt), lassen sich die beschriebenen Zelltypen folgendermal3en charakterisieren

Typ I, lebende Zellen.
Typ 1II, abgetétete Zellen.
Typ III, schon linger tote Zellen.

Fir die Richtigkeit dieser Einteilung kann auBerdem angefiihrt werden, daf3 dic
hidufig im Plankton umherschwimmenden nackten Flagellaten nur die dem Typ I
eigentiimliche Fluoreszenz aufwiesen. SchlieBlich stehen die Befunde in keinem Wider-
spruch zu den eingangs erwidhnten Beobachtungen von HAITINGER und LINSBAUER,
HAGEMANN, Bisop und SmiILEs, vielmehr finden deren Beobachtungen eine erste Er-
kldrung, die im folgenden ergiinzt wird.

Den von STRUGGER (1940) erstmals beschriebenen, konzentrationsabhidngigen, meta-
chromatischen Effekt (K6LBEL 1947; ZANKER 1952 ; ZANKER et al. 1959; LoESER et al.
1960; BeEers 1964) des Acridinorange selber zur Diagnose des Lebenszustandes am
Phytoplankton heranzuziehen, scheint nur schwer moglich zu sein, weil sich héchstens
die vergleichsweise wenig intensive Griinfluoreszenz, niemals aber die Rotfluoreszenz
des Acridinorange von der leuchtenden Chlorophyllfluoreszenz visuell trennen laBt

(Woop 1962).

Nach den Experimenten mit Epidermisstiicken von Allium cepa wurde die Primulin-
methode auf :hre Anwendbarkeit {iir das Phytoplankton untersucht. Dabei stellte sich
heraus: Weder die Konzentration der Farblésung noch die Féarbezeit (Suspensionen des
Planktons in Lésungen abgestufter Konzentration tiber verschiedene Zeitraume bis zu
24 Stunden, bei ca. 6° C und unter LichtabschluB3) besitzen cinen zu berticksichtigenden
Einflu3 auf das Verhiltnis der Zellen des Typs I zu denen des Typs IT und III. Nur
bei langer Fiarbezeit verschiebt sich, wie bereits erwidhnt, die Fluoreszenzfarbe des
Typs II in einen deutlich gelben Bereich. Ferner wirkt sich die Hilterung gefarbter und
danach gewaschener Phytoplankter iiber 24 Stunden unter LichtabschluB3 und bei
ca. 6° C nur unerheblich auf die Auszihlung aus. Auch der Salzgehalt des Mediums
bleibt in weiten Bereichen ohne Einflufl auf das Ergebnis (deutlich unterscheidbares
Anfarben aller drei Typen bei Phytoplankton aus Kulturen mit verschiedensten Salz-
konzentrationen). SchlieBlich geht aus einer Arbeit von DeEnziLer (1942) tiber die
pH-verursachte Fluoreszenzdnderung gebriuchlicher Fluorochrome hervor, daf3 bei
den im Meerwasser zu erwartenden pH-Anderungen (in nicht stagnierendem Ostsee-
wasser schwanken die Werte zwischen 7,2 und 8,4; personliche Mitteilung von Dr.
GieskEs; FonseELius 1967) keine mikroskopisch sichtbare Fluoreszenzianderung des Pri-
mulins zu erwarten ist.

Eine Erklarung der Fluoreszenzfarben an dem mit Primulin behandelten Phytoplank-
ton l4Bt sich aus Beobachtungen von STRUGGER (1949) und den Regeln der additiven
Farbenmischung ableiten. Strugger beschrieb Primulin als ein koloiddisperses Fluoro-
chrom. Beim Eindiffundieren in eine 109 -ige Gelatinesdule trat ndmlich eine deutliche
Phasentrennung auf, wobei eine schnell diffundierende, dunkelblau fluoreszierende
Komponente einer langsameren, gelb fluoreszierenden voraus eilte. Diese Polydispersitit
wurde in ihrer Bedeutung fiir die Fluorochromierung erkannt: feinporige Systeme lassen
sich mit Primulin nur dunkelblau, grobporige dagegen auch gelb fluorochromieren.
Demnach sind hier lebende Protoplasten als feinporige Systeme und tote Protoplasten
als mehr oder weniger grobporige Systeme aufzufassen.

Aussagen beziiglich der unterschiedlichen Wegsamkeit toter Protoplasten fiir die
gelbe Komponente des Primulins gestatten die Regeln der additiven Farbenmischung:



Uber die Mischung zweier im Spektrum weiter auseinanderliegender Farben ist be-
kannt, daf3 zwar eine liickenlose Folge von Zwischenfarben herstellbar ist, die Misch-
farben im mittleren Teil dieser Folge aber weiBllicher, weniger gesittigt erscheinen als
die reinen Spektralfarben. Es existiert ferner zu jeder reinen Spektralfarbe — den Bereich
zwischen 490 und 570 nm ausgenommen — eine bestimmte zweite reine Spektralfarbe
(Komplementirfarbe), mit der zusammen sie reines Weil3 ergibt. Die blau und gelb
fluoreszierenden Komponenten des Primulins bilden annidhernd ein solches Farbenpaar,
wobei die gelbt Komponente die bei weitem stidrkere Intensitit besitzt. Die unterschied-
lichen Fluoreszenzfarben der drei beschriebenen Zelltypen finden deshalb zusammen-
fassend folgende Erklarung:
Typ I mit einer tiefblauen Fluoreszenzfarbe; nur durchlissig fiir die blau fluores-
zlerende Komponente des Primulins.
Typ II mit einer weilllichen Fluoreszenzfarbe; durchldssig fiir die blau fluores-
zierende und bedingt durchlissig fiir gelb fluoreszierende Komponenten des Primulins.
Typ III mit einer gelblichen Fluoreszenzfarbe; gleichermafBlen durchlissig fiir alle
Komponenten des Primulins (Griinanteile in der beoabachteten gelben Farbe kénnen
durch die Tonung des Untergrundes verursacht werden; man vergleiche dazu den
Abschnitt Berberinsulfat-Fluorochromierung).

Uber die Brauchbarkeit der Primulinmethode hinsichtlich ihrer Anwendung auf die
Unterscheidung zwischen lebendigem und totem Phytoplankton — das gilt vermutlich
auch fir viele andere pflanzliche Objekte, dagegen nicht in gleichem Umfange fir
tierische Organismen wegen der hiufigen undurchlidssigen Ektoskelette — l4af3t sich
feststellen: Im Gegensatz zu der auf chlorophyllhaltige Zellen nur bedingt anwendbaren
Acridinorangefdarbung, deren konzentrationsmetachromatische Wirkung stark pH- und
auch salzempfindlich ist oder der O,-abhingigen Prune-Farbung (Fritz 1951) bietet
die auf der Permeabilitit des Plasmas beruhende Primulinmethode entscheidende Vor-
teile. Sie ist ohne Schwierigkeiten bei chlorophyllhaltigen Organismen durchzufiihren
und in weiten Grenzen pH-, salzkonzentrations- und fArbezeitunabhingig, aulerdem
wenig photosensibilisierend oder toxisch. Thre Nachteile  relativ geringe Bestidndigkeit
der Farbstofflésung, UV-Schidigung der bestrahlten Zellen  werden durch die Art
ihrer Anwendung aufgehoben. Sogar nach Ausbleichen der Fluoreszenzfarbe bei ge-
farbten und gewaschenen Organismen unter lingerer UV-Beleuchtung ist noch ein
klares Differenzieren zwischen den verschiedenen Zelltypen méglich.

Beim Auswerten kleiner Probemengen ist im einzelnen folgendermaBen zu verfahren:
Das auf Filtern gesammelte, resuspendierte Material wird auf ca. 2 ml eingeengt (wie
oben beschrieben). Hierzu kommen ca. 1 ml einer gesittigten, zentrifugierten (10 Mi-
nuten bei 5000 g) Primulinlésung, die mit dem filtrierten Seewasser der Probe angesetzt
wird. Nach einer Fdrbezeit von ca. 5 Minuten wird mit demselben Seewasser aufgefiillt,
danach zentrifugiert (5 Minuten bei 3000 g) und der Uberstand bis auf wenige Milliliter
dekantiert. Dieser Waschvorgang soll mdéglichst drei- bis siebenmal wiederholt werden.
Das Auszdhlen wird wie bei der mikroskopischen Chlorophyllanalyse beschrieben vor-
genommen. Sind gréBere Probenserien auszuwerten, dann verbleibt das Analysen-
material bei analoger Behandlung auf dem Filter und wird erst — falls notwendig —
zur Auszdhlung resuspendiert. Es ist giinstig, die Proben moglichst wenig dem vollen
Tageslicht auszusetzen.

2b. Berberinsulfat — Fluorochromierung

Berberinsulfat, ein Derivat des Isochinolins, ist ein Salz des Alkakoids Berberin, das
natiirlicherweise in Berberis-Arten und Hydrastis canadensis gefunden werden kann. In
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wissriger Losung zeigt Berberinsulfat in allen Konzentrationsabstufungen bei UV-Be-
strahlung nur ein sehr schwaches Fluoreszenzlicht. Wie viele andere Alkaloide fluores-
ziert auch Berberinsulfat erst kriftig in adsorbiertem Zustand (DANckwORTT, Prau
1927; REicH, HArTINGER 1928; KauTsky 1931, 1932).

Erste Versuche mit Berberinsulfat als Fluorochrom fiir botanische Praparate unter-
nahmen HarTiINGerR (1935) und HArTINGER und LinsBAUER (1935). Eine grindliche
Untersuchung tber die Speicherung des Berberinsulfats in lebenden Pflanzen stammt
von STRUGGER (1939). BossHARD (1964) benutzt die Berberinsulfat-Fluorochromierung
zur mikroskopphotometrischen Bestimmung des DNS-Gehaltes an Kernen fixierter
Zellen. Dieser Bestimmungsmethode geht ein mit dem Fluorometer erbrachter Nachweis
voraus, dal3 diese DNS-Fluorochromierung quantitativ, die gemessene Fluoreszenzinten-
sitdt der vorgegebenen DNS-Menge direkt proportional ist.

Aber nicht nur DNS besitzt die Eigenschaft, Berberinsulfat zu adsorbieren. Auch
andere Sduren, vornehmlich RNS werden durch Berberinsulfat quantitativ fluorochro-
miert (BossHARD). In der erwédhnten Arbeit wird die selektive DNS-Fluochromierung
dadurch erreicht, daf3 die zu untersuchenden Schnitte zundchst mit RNase vorbehandelt
werden. Da schon bei dieser mikroskop-photometrischen Bestimmung der DNS die
Fluorochromierung aller anderen Substanzen unberticksichtigt bleiben konnte — die
RNS ausgenommen und unbeschadet des moglichen Vorhandenseins der DNS auB3erhalb
des Zellkerns — deshalb schien diese Art der Bestimmung auch fiir die beabsichtigte
visuelle, fluoreszenzmikroskopische RNS-Analyse hinreichend zu sein.

Bereits die ersten Farbeversuche am Phytoplankton ergaben, daf3 eine Vitalfluoro-
chromierung nicht méglich ist; denn der Farbstoff 16st sich nur unzureichend im Meer-
wasser. Deshalb muBte mit fixiertem Material gearbeitet werden. Die dafiir als einfachste
Moglichkeit sich anbietende und unter anderm auch von BossHARD verwendete Formol-
fixierung wurde jedoch nicht benutzt. Einmal ist diese Art der Fixierung der Unter-
suchung nukleinsdurehaltiger Strukturen wenig angemessen (Romeis 1948) ; ferner kann
sich nach dieser Fixierung sowohl die Eigenfluoreszenz des Chloroplasten als auch die
des Chlorophylls je nach Wellenldnge des Erregerlichtes verfdlschend bemerkbar machen.
Solche Nachteile lassen sich mit einer fiir FEULGEN-Farbungen gebrauchlichen (BAUER
1932; Spanuor 1964) Fixierung weitgehend vermeiden. Gearbeitet wurde mit einer
Kaliumdichromat-Formol-Losung in Anlehnung an RecAup und Poricarp (1913).
Nach grindlichem Waschen in Leitungswasser erfolgt dann die Berberinsulfat-Fluoro-
chromierung ebenfalls in Leitungswasser.

Langwellige UV-Bestrahlung verursacht an vorbehandeltem Phytoplankton dieses
Fluoreszenzbild: Neben strahlend gelben Volutingranula, sogenannten BiTscHLI-schen
Kugeln (falls vorhanden) fluoresziert der gesamte Protoplast zwar in derselben Farbe,
doch je nach RNS-Gehalt mit unterschiedlicher Intensitét.

Dal3 tatsidchlich der RNS-Gehalt der Protoplasten fiir die beobachtete Fluoreszenz-
farbe verantwortlich ist, ergaben mehrfach durchgefiihrte Experimente mit Phytoplank-
tern natirlicher Populationen, wenn namlich der Fixation und der Fluorochromierung
eine RNS-Hydrolyse vorgeschaltet wurde:

a) RNase-Behandlung bei 45° C; die Konzentration betrug 1 mg RNase (Fa. Serva)

in 2 ml 30%-igem Athanol; oder

b) Perchlorsdure-Behandlung bei 45° C; die Normalitit betrug 0,5.

Die Wirkung der beiden Hydrolyseformen auf das Phytoplankton waren anndhernd
gleich. Das Ergebnis der Versuche 146t sich folgendermalen zusammenfassen: Die
Protoplasten aller Phytoplankter weisen mit zunehmender Hydrolysedauer einen Abfall
in der beobachtbaren Fluoreszenzintensitidt auf. Gleichzeitig wird der von der Plasma-
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fluoreszenz bis dahin meist verdeckte Zellkern sichtbar. Dieser lntensitdtsabfall ist
bereits nach ein bis zwei Stunden deutlich; nach ca. vier Stunden wird es praktisch
unmoglich, die Protoplasten zu fluorochromieren.

Bei der Untersuchung des Phytoplanktons nach voraufgegangener Fluorochromierung
mit Berberinsulfat liegt die Schwierigkeit fiir den Beobachter vor allem darin, aufgrund
der unterschiedlichen Fluoreszenzintensitit der Protoplasten annidhernd exakt und ohne
weitere Indizien zwischen den verschiedenen RNS-Gehalten der Zellen zu differen-
zieren. Zur Erleichterung dieser Bestimmung wurde zunichst eine Gegenfiarbung mit
den oben aufgefiithrten Fluorochromen versucht, die aber nicht gelang. Es blieb die
Moéglichkeit einer optischen Gegenfirbung durch Ténung des Untergrundes.

Die zu der Fluoreszenzfarbe Gelb am stdrksten kontrastierenden Mischfarben lassen
sich sowohl mit einer langwelligen als auch mit einer kurzwelligen anderen Grundfarbe
erzielen. Als Kontrastfarbe wurde im vorliegenden Falle Blau gewihlt, weil die zu er-
wartende Mischfarbe im Maximum der spektralen Empfindlichkeit des menschlichen
Auges (ca. 555 nm) liegt. Bei der gebotenen Fluoreszenzintensitit kann in diesem spek-
tralen Bereich auBlerdem die als PurkiNje-Phinomen — Verschiebung der spekralen
Empfindlichkeit mit der Lichtintensitit — bekannte Wahrnehmungsidnderung unbe-
riicksichtigt bleiben.

Das Verwenden der Erregerfilter BG 38, BG 12 und UG 5 (Ausnutzen der bei 365 nm
liegenden Maximums aus dem Spektrum der Quecksilber-Héchstdrucklampe) und der
Sperrfilter 44 und 65 ermoéglicht auf strahlend blauem Untergrund ein Fluoreszenzbild,
wonach sich die Phytoplanktonzellen hinsichtlich ihres RNS-Gehaltes folgendermaf3en
unterscheiden lassen:

a) Protoplasten mit einer kriftig gelben bis griinlich-gelben Fluoreszenz; RNS-reicher
Typ L

b) Protoplasten mit einer deutlich schwicheren, nur griinlichen Fluoreszenz; RNS-
armer Typ II.

c) Protoplasten mit einer geringen, weilllichen bis graufarbenen Fluoreszenz; sehr
RNS-armer Typ III.

Diese Einteilung ist aber nicht in strengem Sinn auf alle Phytoplanktonarten gleicher-
malen anwendbar, denn mit der GrofB3e der Zellen dndert sich auch ihr Nukleinsiure-
gehalt pro betrachteter Korperoberfliche; damit dndert sich die Intensitidt des durch
Berberinsulfat induzierten Fluoreszenzlichtes und somit auch die durch die Untergrund-
tonung hervorgerufene Mischfarbe. AuBlerdem kénnen je nach GréBenverhiltnis ver-
schiedener Zellorganellen zu dem gesamten Protoplasten sowohl die leuchtend gelb
fluoreszierenden Volutingranula als auch die deutlich gelb fluoreszierenden Zellkerne
den Gesamteindruck der Zellfluoreszenz beeinflussen. Entsprechendes gilt schlieflich fiir
die mogliche Einlagerung des Farbstoffes in kriftig ausgebildete Zellwénde.

Beim Auswerten der Proben ist im einzelnen zu verfahren: Das auf Filtern gesammelte,
resuspendierte Material wird eingeengt (nach obiger Beschreibung) und anderthalb
Stunden in einer Kaliumdichromat-Formol-Lésung fixiert (80 ml 39,-ige Kaliumdichro-
matlésung und 20 ml ca. 40-%,ige Formaldehylésung; tdglich frisch anzusetzen). Nach
grindlichem vier- bis fiinfmaligen Waschen in Leitungswasser erfolgt das Firben mit
einer ca. 29%,-igen Berberinsulfatlésung iiber wenigstens 10 Minuten. Die mikroskopische
Analyse wird in der nicht merkbar fluoreszierenden Farbstofflésung vorgenommen; die
Auswertung entspricht dabei der fiir die mikroskopische Chlorophyll- und Primulin-
methode beschriebenen Form.
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3. Fluorometrische und mechanisierte Form der

zytologischen Planktonanalyse

Natirlich, der Plan einer differenzierenden Analyse an Planktonpopulationen ist mit
den beschriebenen drei fluoreszenmikroskopischen Bestimmungen nur in engem Rahmen
zu verwirklichen. Schon die Zahl der quantitativ-zytologischen Methoden, die fur den
hier vertretenen Untersuchungszweck direkt geeignet wiren, reicht bislang nur gering-
fugig tiber das Angegebene hinaus. So ist noch keine Proteinmessung méglich. Kein
Nachweis erfaBt die EiweiBkorper in ihrer Gesamtheit. Dargestellt werden kénnen
lediglich einzelne Aminosiduren, z. B. Arginin (NoTENBOOM, VEERDONK, IKAMER 1967)
oder das Decarboxylierungsprodukt des Histidins, Histamin (EnINGER, THUNBERG 1967),
bzw. einzelne in den Proteinen vorkommenden Gruppen (ScHIEBLER 1961; GosLAr
1965). Die quantitative Fluorochromierung der meisten Enzyme ist bislang ebensowenig
gelungen. Doch sollten als Anfang den gebriuchlichen summarisch-chemischen Bestim-
mungen erst einmal entsprechende zytologische Methoden an die Seite gestellt werden.
Das ist gegeben fiir Chlorophyll und RNS (eine spezifische DNS-Fluorochromierung mit
2,5-Bis (4—aminophenyl—1’) 1, 3, 4, — oxdiazol (Rucu 1965) blieb unberiick-
sichtigt). AuBerdem ist durch die einfach zu handhabende Unterscheidung zwischen
lebenden und toten Organismen ein direktes Erfassen des Detritus moglich, iber den
zuvor nur auf sehr indirektem Wege Riickschliisse gezogen werden konnten. Mit dem
Detritus eng verkniipfte Probleme erscheinen damit einer Losung niher gertickt, wie
z. B. allgemein, die Frage nach seinem Anteil am Gesamtplanton unter den verschiedenen
Bedingungen oder speziell, Kenntnisse {iber die Lebensfihigkeit des Phytoplanktons in
groBeren Tiefen, beim Vermischen einander fremder Wasserkérper, in und auf sich
bildenden Sedimenten.

Die beiden Hauptgriinde jedoch fiir den weiten Abstand bis zu aussagekriftigen,
quantitativen und differenzierenden Analysen geben sich als Eigenschaften der be-
schriebenen mikroskopischen Verfahren selber zu erkennen. Einmal erreicht die fluores-
zenzmikroskopische Untersuchung des Planktons bei ausschlieBlich visueller Kontrolle
mit der schematischen Einteilung des Probenmaterials in Kategorien sehr frih ihre
Grenze in der quantitativen Aussage. Jede weiterreichend detaillierte Information tiber
zytologische, das sind zytochemische und zytophysikalische Gegebenheiten, 148t sich
nur mit Hilfe fluorometrischer Methoden erschliefen. Analog zu den im chemischen
und physikalischen Bereich gebrauchlichen Fluorometern sind Angaben entsprechender
Apparaturen fiir verschiedene mikroskopische Zwecke wiederholt publiziert worden:
Orson 1960; RucH, RossHARD 1933 ; HovNaNIAN, BRENNAN, BoTan 1964; RunGe 1966;
GorpMaN 1967. Von den im Handel vertriebenen Geriten seien genannt das MPH und
das UMSP I (beide Fa. Zeiss).

Die zweite Ursache fiir die Unzulidnglichkeit der visuellen Methoden folgt aus dem
Zwang zur Bearbeitung umfangreicher Probenserien — denn nur dadurch werden fir
die groBen Areale abgesicherte Aussagen moglich — und der daraus resultierenden
Notwendigkeit zur Automation. Uber diese Notwendigkeit in der Analytik des Meer-
wassers wird sich kaum ernsthaft mehr streiten lassen (GrassHorr 1965, 1967). Dafiir
ins Feld gebrachte Argumente treffen auf die partikuldre Substanz gleichermal3en zu.
Es sind dies auBBerdem Genauigkeitsforderungen an den Probenserien, die durch beengte
Verhiltnisse an Bord, kontinuierliche Tag- und Nachtarbeit, d. h. durch das Uberhand-
nehmen subjektiver und objektiver Fehler auf anderem Wege kaum erfiillt werden
kénnen.
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Die aufgezidhlten Schwierigkeiten suszurdumen, muf3 folgende Aufgabe gelost werden:
Wie kénnen in weitgehend mechanisierter Form von den zu untersuchenden Organismen
Angaben tiber deren Anzahl, Grofle, Fluoreszenzintensitidt und spektrale Zusammen-
setzung des Fluorezenzlichtes in Erfahrung gebracht werden? Obwohl der Entwicklung
eines entsprechenden Gerites grundsitzlich keine technischen Hindernisse entgegen-
stehen (Auskunft der Fa. Zeiss), soll das Bestimmen der spektralen Zusammensetzung
des Fluoreszenzlichtes als Spezialfall fluorometrischer Analyse ausgeklammert bleiben.
In der Regel wird ein Wiederholen des MeBvorganges, beispielsweise unter Verwendung
anderer Filter oder Photodioden, diesem Zweck geniigen. Zum Bestimmen der ver-
bleibenen Parameter bieten sich ,,scanning‘‘-Verfahren an. Das sind Arbeitsweisen, die
ein direktes Abtasten oder mdander{érmiges Absuchen des Analysenmaterials beinhalten.
Prinzipiell solche Untersuchungen gestattet das erwdhnte UMSP 1. Eine der ersten
Veroffentlichungen tiber ,,scanning‘‘-Verfahren in der mikroskopischen Fluorometrie
stammt von Ovrson (1960). Uber ein ,,two colour, automatic fluorescent particle scanning
and counting system‘‘ publizierten MansBerG und Kusnetz (1966).

Bei der mechanisierten Form der fluorometrischen Bestimmung entfallt als Regel das
vorherige Sammeln des Analysenausgangsmaterials aus dem Meerwasser. Die Unter-
schiede mdoglicher Analysendurchfithrung bestehen darin, die Organismen entweder
direkt auf Filter (Filterstreifen) aufzutragen, jedoch angenidhert in Reibenform, die das
Hintereinander sicherstellt, ohne das Nebeneinander oder Uberlagern der Organismen
wahrscheinlich zu machen; oder als zweite Moglichkeit, wenn aus dem weiten Spektrum
der partikuldren Substanz keine genauen Angaben iiber Organismen auflerhalb der
mittleren GréBlenbereiche verlangt sind, dann kann auch das Messen an Durchlauf-
kuvetten Anwendung finden, sofern nur die Konstanz der Durchlaufgeschwindigkeit
gewihrleistet ist. Eine kontinuierliche Fluorochromierung falls die Sekundirfluo-
rezenz analysiert werden soll  wird in beiden Fillen notwendig.

Gleichgtiltig ob die Auswertung im Auflicht- oder Durchlichtverfahren vorgenommen
wird, die Konzeption des Melgerites bleibt davon unberiihrt: Als Antrieb fiir das
,,scanning‘‘; resp. fiir die Bewegung des Analysenmaterials dient ein Schrittmotor. Bei
der somit gewihrleisteten Konstanz der Bewegung sind aus den Mef3gro3en Impuls-
hiufigkeit (Fluorezenzhiufigkeit) und Impulsdauer (Fluoreszenzdauer) die gesuchten
Parameter Partikelzahl und Partikelgré3e herzuleiten. In der Reihenfolge ihrer Funk-
tion sind im MeBgerit hierfiir notwendig die Elemente Photodetektor, Scumitt-Trigger
mit Ableitung der Start-Stop-Impulse, elektronisches Tor mit Impulsgenerator, Binir-
zdhler, Speicher, Lochstreifenstanzer. Die auflerdem benétigte Information tiber die
Substanzmenge ist aus den MeBgréflen Impulsdauer (Fluoreszenzdauer) und Impuls-
starke (Fluoreszenzintensitit) zu gewinnen. Deshalb ist parallel zu dem beschriebenen
digitalen ein analoger Prozel3 durchzufithren. Hierbei gelangen die Signale des Photo-
detektors auf einen Integrator, dem ein Analog-Digital-Wandler (A/D) und diesem
wiederum ein Stanzer angeschlossen sind. Zur Konstanthaltung der mechanischen Be-
wegung beim Mcssen — denn nur selten (vor allem an Bord} steht ein hinreichend
stabilisiertes Netz zur Verfiigung ist es schliellich ratsam, die Einzdhlfrequenz fir
das elektronische Tor starr mit der Geschwindigkeit, d. h. den Einzdhlgenerator mit
dem Schrittmotor zu koppel.

Behutsame und viterliche Hilfe hat mir Herr Professor Krey zuteil werden lassen.
Dafiir weil3 ich mich sehr verpflichtet. Alles Institutsangehorigen und meinem Bruder

Till danke ich fir freundlich gewidhrte Unterstiitzung und Anregungen.
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