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1. Zusammenfassung der im Vorhaben erarbeiteten Ergebnisse

Im Rahmen des Forschungsvorhaben wurde auf der Grundlage einer HPLC-gestutzten
Pigmentanalyse eine neue Methode =zur quantitativen Bestimmung der
Phytoplanktonzusammensetzung entwickelt und an Gewassern unterschiedlicher
Trophie getestet. Die Methode erlaubt neben der exakten Messung des Gehalts an
Chlorophyll a und dessen Abbauprodukten eine hoch reproduzierbare Bestimmung des
prozentualen Beitrags der funf wichtigsten Algengruppen zum Gesamtchlorophyll:
Cyanobakterien, Grinalgen, Cryptophyceen, Dinophyceen und der Diatomeen inklusive
der Chrysophyceen. Die beiden letztgenannten Gruppen konnen aufgrund des
identischen Pigmentmusters nicht weiter differenziert werden. Dagegen konnten
lichtmikroskopisch  nicht identifizierbare = Nanoplankter den genannten funf
Algengruppen sicher zugeordnet werden. Zusatzlich quantifizierbar sind auch die
lichtmikroskopisch schwer erkennbaren Eustigmatophyceen und Xanthophyceen. In
dem Projekt konnte erstmalig gezeigt werden, dal diese Algengruppen im
Phytoplankton von oligotrophen Seen uberhaupt von quantitativer Bedeutung sind. Es
wurden mehrere Auswertungsverfahren entwickelt und erprobt, wie auf der Grundlage
der Pigmentbestimmungen die prozentuale Algenverteilung ermittelt werden kann.
Dabei konnte gezeigt werden, dald eine einfache Modellrechnung in vielen Fallen
richtige Ergebnisse liefert, in anderen Fé&llen aber eine statistische Analyse die
Aussagengenauigkeit deutlich verbessert. Neben dem pigmentanalytischen Verfahren
wurde mit den meisten Proben die klassische Z&hlmethode nach Utherméhl parallel
durchgefiihrt. Dabei zeigte sich, dal3 in der Regel beide Methoden identische
jahreszeitliche Verlaufe der Phytoplanktonentwicklung liefern, der prozentuale Beitrag
der jeweiligen Algenklasse aber sehr unterschiedlich sein kann. Die Ursache dafur liegt
in der Bezugsgrol3e: das Zahlverfahren bezieht den Beitrag der Algenklassen auf das
Biovolumen, wahrend die pigmentanalytische Methode Chlorophyll als Bezugsgroe
benutzt. Es werden Argumente genannt, weshalb Chlorophyll in diesem
Zusammenhang als Biomasseindikator zu bevorzugen ist. Zusammenfassend kann
festgestellt werden, dafd alle wesentlichen angestrebten Ziele des Vorhabens erreicht
wurden und das Verfahren nun der Routinepraxis zur Verfiigung steht.

2. Fragestellung und im Vorhaben beschrittener L6sungsweq

In eutrophierter Gewassern entstehen erhebliche Nutzungseinschrdnkung durch die
Entwicklung unerwiinschter Algen, so dal3 entweder die vorhandene Biomasse als auch
die Populationsstruktur des Phytoplanktons die Wasserqualitat erheblich beeinfluf3t
(Lund, 1972; Elser et al. 1990). So sind z.B. Cyanobakterien generell in stehenden
Gewassern unerwinscht. Aufgrund ihrer Fahigkeit Toxine bilden zu kdnnen, stellen sie
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fur die verschiedensten Nutzungsarten einen Risikofaktor dar. Kritisch sind
Cyanobakterien auch deshalb, weil sie aufgrund ihrer geringen ZellgroRe die Filter
verstopfen kénnen und somit zu Kalamitaten in der Trinkwasseraufbereitung fiihren
(Bernhardt und Willems, 1978). Zudem besteht bei hohen Cyanobakterienanteilen im
Freiwasser das Risiko der Belastung des Rohwassers mit algenburgien Toxinen, so
daR entweder ein zusatzlicher Uberwachungsaufwand betrieben oder die
Rohwasserentnahme gestoppt werden muf3. Bislang kennt man noch kein Modell wie
aus wasserchemischen Daten die Phytoplanktonpopulation vorhergesagt werden kann
(Scharf et al. 1984). Daher ist die Phytoplanktonanalyse nach wie vor als ein
empfindlicher biologischer Indikator der Wasserqualitat in stehenden Gewéssern
unverzichtbar (Lund, 1972, Gorharm et al. 1974). Insbesondere ist die Erfolgskontrolle
von GewassersanierungsmalBnahmen entscheidend von der Kenntnis der
Phytoplanktonstruktur abhangig (Cook, 1993). Wahrend die Biomasse relativ einfach
Uber die Bestimmung des Chlorophyll a-Gehaltes ermittelt werden kann, - entweder
nalichemisch nach der DIN-Methode oder mittels Fluoreszenzsonden (Anonymus,
1989) - erforderte bisher die Erfassung der Populationsstruktur einen erheblichen
zeitlichen und personellen Aufwand (Uterm6hl, 1958; Lund et al. 1958). Dieser resultiert
hauptsachlich aus der GroRenvermessung und Zahlung der Zellen, wahrend die
Identifizierung bei gelbtem Personal relativ schnell erfolgt. Daher kann das
Artenspektrum mikroskopisch schnell erfa3t werden, die quantitative Analyse
verursacht aber einen Zeit- und Kostenaufwand, der in der Regel so hoch ist, dal3
solche Analysen nur noch im Rahmen von Forschungsvorhaben durchgefiihrt werden
und in der Routinepraxis bei aller Notwendigkeit oft unterbleiben muf3. Im Rahmen des
abgeschlossenen Forschungsvorhabens sollte fir dieses Problem eine praxisnahe
L6sung gefunden werden.

Grundlage der vorgeschlagenen Problemloésung ist die Tatsache, dal3 die
verschiedenen Algentaxa eine spezifische Xanthophyllpigmentierung besitzen, die
quasi als ,Finger-print* genutzt werden kann (Everitt et al., 1990; Williams and Claustre,
1991; Barlow et al. 1993). Tabelle 1 listet die verschiedenen Algengruppen und ihre
jeweiligen Xanthophylle auf. Diese Pigmente sind in-vivo an Proteine gebunden und
bilden sogenannte Chlorophyll-Protein-Komplexe (zur Ubersicht siehe Goodwin and
Britton, 1988; Rowan, 1989). Hier sind die die Pigmente in einer bestimmten
Stochiometrie an das Protein fixiert (Wilhelm 1990). Dieses stochiometrisch definierte
Bindungsverhalten  sollte theoretisch die  Mdglichkeit geben, aus den
Xanthophyllmengen den prozentualen Beitrag zum Gesamtchlorophyll zu ermitteln.
Dazu muf3ten folgende Probleme geldst werden:

2.1. Das Extraktionsproblem:
Viele Algenzellen besitzen oft widerstandsfahige Zellwande, die der Extraktion der
Pigmente erheblichen Widerstand entgegensetzen. Das im Rahmen der DIN-Methode
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benutzte Verfahren fur die Extraktion der Chlorophylle und Phaeopigmente mittels
heiRem Methanol, das bis zum heutigen Tag umstritten ist, konnte nicht verwendet
werden, da die Xanthophylle unter diesen Bedingungen degradiert werden. Die
Extraktionsbedingungen sollten folgenden Kriterien gentigen:

a. alle Carotinoide und Chlorophylle sollten quantitativ extrahiert werden.

b. es sollten keine Abbauprodukte erzeugt werden.

c. die Extraktion sollte in mdglichst kleinem Volumen erfolgen. Eine nachtragliche
Anreicherung sollte moglichst vermieden werden, da dabei nicht nur die Gefahr
besteht, dal3 die empfindlichen Pigmente degradiert werden, sondern auch der
Kostenaufwand in der Routine steigt.

d. das Extraktionsmedium sollte mdglichst so gewahlt werden, dal3 der Extrakt direkt fur
die HPLC-Analyse verwendet werden kann, das Extraktionsmittel also mit dem
chromatographischen Laufmittel kompatibel ist (Zapata and Garrido, 1991).

Zu a.

Bei der Extraktion lipophiler Pigmente hangt das Extraktionsvermdgen des
Losungsmittels von der Polaritat des Solvens ab. Diese wird nicht nur das
Losungsmittel selbst, sondern auch vom Wassergehalt der Filter bestimmt. Bei einem
kleinen Ldsungsmittelvolumen wirkt der Wassergehalt der Filter schon stérend, da
schon geringe Anderungen des Wassergehalts im Extraktionsmittel die Lipophilie sehr
stark vermindern. Lipophile Lésungsmittel besitzen nur ein geringes Puffervermdgen fur
Protonen. Freie Protonen demetallieren nicht nur die Chlorophylle, sondern
derivatisieren auch die Xanthophylle und muissen daher gebunden werden.
Planktonzellen besitzen aber zuweilen saurereiche Vakuolen, deren Inhalt bei
Extraktion frei wird und dann die Pigmente chemisch angreift. Aus diesem Grund war
es unbedingt erforderlich, das Extraktionsmittel stark zu puffern. In salzreichen
wassrigen Mischungen apolarer Losungsmittel wie Aceton, Methanol oder Ethanol ist
nur dann eine hohe Reproduzierbarkeit zu erwarten, wenn der Wassergehalt mit hoher
Genauigkeit eingestellt werden kann. Unsere Untersuchungen zeigten, daf3 der
Wassergehalt der Filter sehr stark variiert, je nhachdem wie hoch und wie lange das
Vakuum wahrend der Filtration anstand. Zudem entstehen bei der Extraktion feuchter
Filter Ungenauigkeiten bei der Volumenbestimmung des Extraktes, die erforderlich ist,
wenn man die absolute Menge an Pigment pro Filter und damit pro Liter Wasserprobe
angeben will. Unter Punkt 5 wird noch einmal eingehend dargestellt, weshalb die
Bestimmung absoluter Pigmentgehalte fur die Validitat der Methode von
unverzichtbarer Bedeutung ist.

Systematische Optimierung der Extraktionsmethode fuhrte dann zu folgendem
Ergebnis.
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* Alle Filter sind vor der Extraktion tUber Gefriertrockung zu entwassern. Dadurch
ergeben sich genau definierte Verhaltnisse hinsichtlich Wassergehalt und
Extraktionsvolumen.

* Das optimale Extraktionsmittel hat die Zusammensetzung: 90/10 v/v Methanol/H,0;
0.2 M Ammoniumacetat und 10% Ethylacetat. Ohne den Zusatz von Ethylacetat
werden die lipophilen Pigmente wie Chl a und 3-Carotin nicht mehr vollstandig
gelést und man erhalt "falsche” Xanthophyll/Chlorophyll a-Werte, wie aus
folgender Aufstellung hervorgeht:

Extraktionsmittel Lutein/Chlorophyll a* Fucoxanthin/Chlorophyll a?
mit Ethylacetat 0,62 £ 0.02 1.3+0.07
ohne Ethylacetat 0,46 + 0.05 1.1+£0.05

* Die gefriergetrockneten Zellen werden in einem Volumen von minimal 2ml in einem
Glasperlenhomogenisator extrahiert. Der Pigmentextrakt wird tber eine Fitte von
den Glasperlen befreit und durch eine Spritze mit einem Feinporenfilter gedrickt.
Der klare Uberstand kann direkt injiziert werden. Die Probenaufbereitungszeit
betragt nach etwas Ubung nur noch 5 Minuten.

* Der Extrakt ist sehr gut mit dem chromatographischen Starteluenten kompatibel; so
kénnen z.B. bis zu 350ul auf die Saule gegeben werden, ohne dal? dadurch die
chromatographische Trennleistung nachteilig beeinfluf3t wird.

* Es konnte gezeigt werden, dal? dieses Verfahren innerhalb der mefRbaren Grenzen
keine Pigmentabbauprodukte erzeugt. Bei Algenkulturen, die sich innerhalb der
logarithmischen Wachstumsphase befanden, wurden Phaeophytinmengen
bestimmt, die den theoretisch kalkulierten Werten entsprachen. Diese
theoretische Kalkulation beruht darauf, dal3 in Photosystem Il pro
Reaktionszentrum zwei Phaeophytinmolekile vorhanden sind. Die Anzahl der
PSII Reaktionsszentren |3t sich aus Blitzlichtexperimenten ermitteln (Wilhelm et
al. 1984). So ist z.B. in Grunalgen unter Schwachlichtbedingungen das Verhéltnis
Gesamtchlorophyll a zur Reaktionszentrum von Photosystem Il etwa 500:1. Da
pro Reaktionszentrum zwei Phaeophytinmolekile vorhanden sind, belauft sich
das Verhaltnis Chlorophyll a/Phaophytin auf 250:1. Tatsachlich konnte ein
Phaeophytingehalte von 0.4% nicht unterschritten werden und entspricht daher
der zu erwartenden Mindestmenge. Damit wurde aber auch gezeigt, dal3 im Zuge
der Pigmentextraktion kein weiteres Phaeophytin entsteht. Soweit uns bekannt,
ist dieses von uns hier entwickelte Verfahren das einzige, das in natirlichen
Algenzellproben keine mef3baren Abbauprodukte erzeugt.

! ausgefiihrt mit Reinkulturen vaelenastrum spec. in drei von einander unabhéngigen Versuchen
2 ausgefiihrt mit Reinkulturen vd®haeodactylum tricornutum in drei von einander unabhangigen Versuchen
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* Als einziger Nachteil erwies sich die beschrankte Haltbarkeit der Pigmentextrakte.
Auch bei Kiihlung kommt es nach einigen Stunden in den Extrakten aufgrund des
Methanolgehaltes zu Umlagerungsreaktionen am Isopentanonring des
Chlorophylimolekuls. Dadurch laufen die Chlorophylle nicht mehr als einheitliche
Banden und es kommt zu Problemen nicht nur bei der Quantifizierung, sondern
auch bei der Reinheit der Fraktionen, da sich Chlorophyll-Allomere z.B. mit
Echinenon, einem in Cyanobakterien haufigen Pigment, unter den gegebenen
chromatographischen Bedingungen Uberlagern. Die Extrakte sollten daher sofort
nach der Praparation bearbeitet werden. Aufgrund der sehr kurzen
Aufarbeitungszeit der Extrakte wirkt sich die eingeschrankte Probenhaltbarkeit
jedoch in der Praxis kaum nachteilig aus.

2.2. Empfindlichkeitsproblem

Die Methode sollte nach Méglichkeit in allen Gewassertypen anwendbar sein. Sowohl
in oligotrophen Gewassern als auch in Proben, die aus aphotischen Schichten
eutropher Gewéasser entnommen werden, konnen die Chlorophyllkonzentrationen im
Bereich von unter 1 pg Chlorophyll a L liegen. Um in solchen Proben noch zuverlassig
die Phytoplanktonzusammensetzung bestimmen zu kdnnen, missen die auf dem Filter
vorhandenen Pigmentmengen fur eine Pigmentanalyse ausreichen. Im Prinzip kann
das leicht Uber eine Erhdhung der Wassermenge bewerkstelligt werden. In der Praxis
ergeben sich allerdings Einschréankungen. Probenvolumina von Uber 2 L verlangen
lange Filtrationszeiten, die Uber das Anlegen eines starkeren Vakuums nicht
ausgeglichen werden kdnnen, da in diesem Fall empfindliche Zellen platzen und so den
Filter passieren konnen. Enthélt die Probe zudem andere, nicht-chlorophylihaltige
Partikel, so verstopfen die Filter und die erforderliche Planktonmenge wird nicht
erreicht. Um die erforderlichen Volumina maoglichst gering zu halten, muf3te daher die
Nachweisempfindlichkeit der Methode moglichst hoch gewahlt werden. Eine erste
wichtige Voraussetzung war in der Extraktion in einem kleinen Volumen und in der
Kompatibiltiat zwischen Extraktionsmittel und Eluent geschaffen. Ungunstig wirkte sich
aus, dafld fur die Detektion eine Diodenarraydetektor erforderlich ist (siehe weiter
unten), dessen Nachweisempfindlichkeit deutlich geringer ist als von konventionellen
Spektralphotometern. In der Praxis ist die Nachweisempfindlichkeit nicht nur von der
Hardware, sondern auch von den Gute der chromatographischen Trennung abh&ngig.
Die Ausarbeitung eines besonders leistungsfahigen Trennsystems (siehe unter 2.3.)
fuhrte dann zu einer Nachweisempfindlichkeit zwischen 2 und 5 ng pro Pigment. Fir die
Praxis hiel3 das, dal3 bei einem Chlorophyllgehalt von 0.1ug L™ ein Liter Probevolumen
ausreichend ist. Fur die Routinepraxis ist diese Empfindlichkeit vollig ausreichend.

2.3. Chromatographieproblem
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Das Herzstick der Methode stellt die chromatographische Trennung dar. Alle zu
guantifizierenden Pigmente missen dabei in einem Lauf zu spektral reinen Banden
aufgelost werden. Hochauflosende Gradienten fir Phytoplanktonpigmente waren zuvor
von verschiedenen Arbeitsgruppen publiziert worden (Kohata et al. 1991, Wright et al.,
1991, Wilhelm et al. 1992, Kraay et al. 1992, Garrido and Zapata, 1993). Von allen
bislang publiierten Gradienten lagen jedoch keine Daten vor hinsichtlich der spektralen
Reinheit der Peaks, der S&ulenubertragbarkeit und der Reproduzierbarkeit der
Trennung ,problematischer Pigmente. Qualitatskriterien fur die Gute eines
Trennsystems sind neben der Peakreinheit, die Reproduzierbarkeit, die Trenndauer
und die Druckbelastung der Hardware. Der von uns benutzte terndre Gradient hat eine
Laufzeit von ca. 30 Minuten und liegt damit deutlich besser als der 1995 veroffentlichte
Gradient von Schmid und Stich. Das in Fig. 1 wiedergegebene Chromatogramm ist ein
Originalausdruck, wie man ihn direkt aus dem Gerat erhalten kann. Die Peakreinheit
wurde von uns routinemalRig Uber Spektrenvergleiche geprift. Die jeweiligen
Pigmentstandards sind zur Zeit nicht kommerziell erhéltlich und muf3ten daher aus
Algenreinkulturen mittels praparativer HPLC selbst isoliert werden. In Fig. 2 ist die
Peakreinheit des besonders kritischen Pigmentpaares Lutein/Zeaxantin und von
Peridinin demonstriert. Die Spektren der beiden Pigmente wurden jeweils zu Beginn
und zu Ende der Integration als auch im Peakmaximum registriert. Auch in Abb 2
werden unbearbeitete Originaldaten gezeigt.

Auch der Druck konnte gegenuber friheren Trennsystemen deutlich verbessert werden
und liegt bei max 1450 psi, das von allen HPLC Anlagen als Dauerbelastung
problemlos toleriert wird. Auch der Ldsungsmittelverbrauch konnte aufgrund der
geringen FluRrate von 0.8 ml min™ gegeniiber bisherigen Gradienten um 20% gesenkt
werden. Positiv wirkte sich die Temperierung der Séaule auf die Reproduzierbarkeit aus.
Die Retentionszeiten wurden auf diese Weise mit einer Genauigkeit von ca. 0.2 min
reproduzierbar. Da die Temperierung leicht lber einen Kiihlthermostaten und einen
Sédulenmantel zu erreichen ist, empfehlen wir fiir die Pigmentanalytik generell die
Sédulentemperierung. Alle fur die Auswertung erforderlichen Peaks werden spektral rein
getrennt. Diese Voraussetzung wurde mittels Diodenarraydetektors tberprift und ist
eine wesentliche Bedingung fir die Qualitat der erhaltenen Ergebnisse (siehe Tabelle
2). Vor allem bei den Quantitifzierung von Chlorophyllabbauprodukten (siehe unten) ist
es wichtig, dafd ein Detektor zur Verfigung steht, der auch im langwelligen Rotbereich
des Spektrums (bis 700nm) gute Empfindlichkeit hat.

2.4. Matrixproblem

Im Rahmen des Vorhabens wurden uber 1000 Freilandproben aus Gewassern
verschiedenster Trophie analysiert. In Fig. 3 ist ein Orignialchromatogramm aus der
Saidenbachtalsperre gezeigt. In keiner Probe konnten Matrixprobleme beobachtet
werden, die nicht die sichere ldentifizierung und Quantifizierung der erforderlichen
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Pigmente erlaubt hatten (siehe dazu auch Tabelle 2). Die spektralen Eigenschaften der
aus Freilandmaterial isolierten Pigmente waren mit denen aus Laborkulturen in allen
Fallen identisch. Auch in der Gelbstoff-reichen Bleilochtalsperre traten diesbezuglich
keinerlei Probleme auf. Auch Planktonproben aus extrem versauerten
Resttagebauseen wurden aul3erhalb dieses Programmes untersucht. Hier zeigte sich,
daf ein Abpuffern der Filter vor der Gefriertrocknung verbunden mit einer pH Korrektur
auf Werte gréRer 6 eine einwandfreie Extraktion der Pigmente und eine anschliel3ende
chromatographische Analyse zulaf3t.

2.5. Auswerteproblem
In Tabelle 3 ist exemplarisch die Auswertung durchgefihrt, die zeigt, wie man von den
aus der Integration der Flachen der Chromatogramme zu dem prozentualen Anteil der
verschiedenen Algenklassen zum Gesamtchlorophyll gelangt. Man errechnet aus den
Peakflachen zunachst die absoluten molaren Mengen der Markerxanthophylle und von
Chlorophyll a (Xan/Chl a). Aus Laborkulturen ist der molare Verhaltniswert
Markerpigment zu Chlorophyll a (100%-Wert) bekannt. Der prozentuale Beitrag der
verschiedenen Algengruppen zum Gesamtchlorophyll ergibt sich dann aus dem
Verhaltnis des 100%-Wertes zu dem Quotienten Xan/Chla in der unbekannten Probe.
Man erhalt auf diese zwei von einander unabhangige Bestimmungen von Chlorophyll a.
Man kann einmal das Chlorophyll a direkt Gber die Flache im Chromatogramm ermitteln
(Chl agem). Da sowohl die absoluten Mengen der Markerxanthophylle als auch der
prozentuale Beitrag der einzelnen Algengruppen zum Gesamtchlorophyll bekannt ist,
kann man die der jeweiligen Algengruppe zugehorige Chlorophyllmenge ermitteln und
aufaddieren. Man erhélt auf diese Weise ein theoretisches Chl a (Chl ageo). Stimmen
beide Chlorophyllwerte tberein, so zeigt dies, dald die getroffenen Annahmen gultig
sind. Bei Nichtibereinstimmung liegen entweder analytische Fehler vor (interne
Fehlerkontrolle), oder es tragen weitere Algengruppen zum Gesamtchlorophyll bei, die
mit den genannten Markerxanthophyllen nicht erfal3t wurden (siehe unten) oder aber
die Annahmen treffen aus verschiedenen Grinden nicht zu. Es war daher zu prifen, ob
* diese Methode in der Routinepraxis valide ist
* sich alternative Auswerteverfahren entwickeln lassen
* lassen sich aus den Pigmentdaten auch Informationen tber den physiologischen
Zustand der Zellen gewinnen?



HPL C-gesttitzte Phytoplanktonanalyse - Abschlul3bericht 10

3. Durchgefiihrte Arbeiten und Ergebnisse

Mit der neuen Methode wurden folgende Gewasser untersucht:

- Talsperre Neunzehnhain in den Jahren 1994 und 1995

- Talsperre Saidenbach in den Jahren 1994 und 1995

- Talsperre Dréda mit den Vorsperren Bobenneukirchen und Ramoldsreuth
- Schmaler Luzin mit Carwitzer Becken

- Tollensesee

- Bleilochtalsperre mit dem Schwerpunkt der Enclosure-Versuche

Parallel zur HPLC-Methode wurden die Proben parallel nach dem Zahlverfahren
untersucht. Im Falle der beiden Talsperren Neunzehnhain und Saidenbach wurde diese
Arbeiten von Drs. Horn von der Sé&chsischen Akademie der Wissenschaften
durchgefiihrt und die Daten uns dankenswerter Weise zur Verfigung gestellt. Im Falle
der Bleilochtalsperre erhielten wir die Zahldaten dankenswerter Weise uberlassen von
der Thuringischen Landesanstalt fir Umwelt (Dr. Herschel). Bei den anderen
Gewassern wurden die Planktonzahlungen im Rahmen studentischer Werkvertrage an
der Universitat Mainz durchgefuhrt. In der Regel wurden die Proben in 14-tdgigem oder
monatlichem Abstand genommen, wobei je nach Gewassertyp die Anzahl der
Tiefenstufen verschieden war. Eine vollstdndige Darstellung aller Daten liegt im 3.
Zwischenbericht vor. Hier beschranken wir uns auf eine Auswahl, die Antwort gibt auf
die Fragen, die fur nachfolgende Routineanwender besonders relevant sind.

1. Ist die Methode in Gewassern verschiedener Trophie in gleicher Weise anwendbar?

2. Liefert sie die gleichen Ergebnisse wie die Utermohl Zahltechnik?

3. Wie zuverlassig ist die Auswertung und was ist das optimale Auswerteverfahren?

4. Welche zusatzlichen fur die gewasser-internen Prozesse wichtigen Informationen
kann man zusatzlich aus den Pigmentanalysen gewinnen?

3.1. Die Anwendung der HPLC- Methode auf Gewé&sser unterschiedlicher Trophie

3.1.1. Hypertrophes Gewasser

In Figure 4 ist die vollstandige Phytoplanktonsukzession der Jahre 1994 und 1995 der
hypertrophen Vorsperre Ramoldsreuth aufgetragen. Diese Vorsperre ist Teil des
Talsperrensystems Droéda und ist gekennzeichnet durch eine Diatomeendominanz mit
Chlorophylligehalten bis zu 70ug L* im Frahjahr, die dann im Sommer bei
Chlorophyllwerten um 20pg L™ durch eine Cryptophyceenpopulation ersetzt wird. Im
Herbst 1994 kam es dann zu einer dramatischen Cyanophyceenbliite mit bis zu 150ug
Chl a L™. Diese Blaualgenentwicklung blieb im darauffolgenden Jahr aus. Hier stellte
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sich im Herbst eine gemischte Population aus Grinalgen, Diatomeen und
Cryptophyceen und Cyanobakterien ein.

3.1.2. Eutrophes Gewasser

Als eutrophes Gewasser wurde das Carwitzer Becken (Lucinsee) ausgewahlt.
Beispielhaft sind in Fig. 5 die Prozentanteile der verschiedenen Algengruppen aus den
Schopfproben der Wasseroberflache im Jahr 1994 gezeigt. Der durchschnittliche
Chlorophyligehalt belauft sich auf 3-5 -pug Chl a L-1, ein fir ein eutrophes Gewasser
niedriger Wert, der durch die Uberdurchschnittliche Winddurchmischung bedingt ist. Im
Jahr 1994 war das Phytoplankton nahezu immer durch Cyanobakterien dominiert,
lediglich im Marz erreichten die Diatomeen mit 40% und die Grunalgen mit 20% einen
hohen Anteil am Gesamtchlorophyll.

3.1.3. Oligotrophes Gewasser

Als besonders interessanter Anwendungsfall fir die HPLC-Methodik erwies sich die
Talsperre Neunzehnhain. Hier handelt es sich um ein extrem P-limitiertes Gewasser mit
hohen Sichttiefen nicht nur wahrend der Sommermonate. Im Jahr 1994 beobachtet
man im Frahjahr bei einem Chlorophyllgehalt von 0.5 pg L" einen hohen Anteil von
Cyanobakterien (50%) begleitet von Diatomeen, Grinalgen und Dinoflagellaten (Fig. 6).
Im Sommer und Herbst geht der Cyanobakterienanteil zuriick und es etablieren sich
Grinalgen und Diatomeen mit geringen Beitrdgen von Cryptophyceen und
Dinophyceen. Aufgrund der hohen Sichttiefe des Gewassers konnen Algen noch in
grol3en Tiefen physiologisch aktiv sein, so daR die Tiefenverteilung nicht nur
hydrodynamische sondern auch biologische Ursachen hat (Dichteregulation,
Beweglichkeit etc). So beobachteten wir am 26.5.94 eine Chlorophyllmaximum bei 15
m Tiefe, das starker durch Grinalgen und Diatomeen bestimmt war als an den
oberflachennahen Schichten (Fig. 7). Wahrend die Diatomeen an der Obeflache nur
10% zum Chlorophyll beitragen, belauft sich ihr Anteil in 25 Tiefe auf 30%. Am 23.6.
hingegen ist die Zusammensetzung des Phytoplanktons tiefenunabhéangig. Diese
Tiefenverteilung konnte trotz des teilweise unter 0.5 pg Chl a L-1 liegenden
Chlorophyligehaltes sicher gemessen werden. Uberraschend hoch war der Anteil an
Cyanobakterien (siehe dazu unten mehr).

3.2. Die Vergleichbarkeit der Ergebnisse von HPLC- und Zahimethode

Ein Schwerpunkt der Arbeiten lag im Methodenvergleich zwischen Z&hl- und HPLC-
Methode. Daher sollten mdglichst alle Proben parallel zur HPLC-Methode auch mittels
Utermd6hl Technik ausgewertet werden. Dies war aus mehreren Griinden nicht moglich.
Aufgrund des hohen Probenumfanges konnten nicht alle Verbundprojektpartner die
Proben wirklich quantitativ auswerten. Quantitative Auswertung bedeutet, dal? die



HPL C-gesttitzte Phytoplanktonanalyse - Abschlul3bericht 12

Zellen nicht nur gezahlt, sondern auch in der Grol3e vermessen werden mussen. Bei
Arten mit einer hohen Variabiltat der Zellgro3e wie etwa bei Diatomeen ist eine genaue
Biomassenbestimmung nur moglich, wenn mindestens nach Grofl3enklassen getrennt
gezahlt wird. Eine einfach Haufigkeitsbestimmung ist vollig unzureichend, da die
Zellgré3en der verschiedenen Algenarten Uber 3 Zehnerpotenzen streuen. Auf das
Volumen umgerechnet ergeben sich enorme Unterschiede pro Zelle, wie das folgende
Beispiel zeigt. Eine Cyanobakterienzelle hat z.B. einen mittleren Zellradius von z.B. 2
Mikrometer (wobei es allerdings auch sehr viel gréRere, aber auch noch kleinere Zellen
gibt), eine Dinoflagellat aber einen mittleren Zellradius von z.B. 150um besitzt. Das
Cyanobakterium hat eine Biomasse von ca. 0.5 pms3/Zelle wahrend der Dinoflagellat
eine Biomasse von ca. 200.000 um?3/Zelle besitzt. Diese enormen Unterschiede
beeinflussen nicht nur die Genauigkeit der Biovolumenbestimmung, sondern fuhren
auch zu statistischen Problemen. Findet man unter 400.000 Zellen von Cyanobakterien
einen Dinoflagellaten, so tragen beide Algengruppe je 50% zum Biovolumen bei. Findet
man diese einzige Dinoflagellatenzelle nicht, so hat man scheinbar eine reine
Cyanobakterienpopulation vor sich. Demzufolge erh&lt man nur dann zuverlassige
Zahlergebnisse, wenn man eine hohe Anzahl von Zellen zahlt bis man auch bei den
gering reprasentierten Zellentypen eine statistische Sicherheit erreicht hat. Der
Zahler/in muld fur jede Probe entscheiden, wann eine ausreichende Zahl von Zellen
erfal3t worden ist. Dies verlangt eine gewisse Erfahrung und enthalt dennoch einen
subjektiven Faktor. Hinzu kommt, daf} die Proben im fixierten Zustand analysiert
werden muldten. Viele Zellen sind dann aber nicht mehr genau indentifizierbar,
insbesondere fur denjenigen, der das Gewasser nicht regelm&Rig untersucht und daher
nicht weil3, welche Arten er zu erwarten hat. Ein grof3er Teil der Proben mul3te von
Studenten ausgewertet werden, die mit den Gewassern noch keine langeren
Erfahrungen hatten. Zwar standen die Studenten im Austausch mit den jeweiligen
Kollegen vor Ort, aber es ist bei allem Engagement nicht auszuschliel3en, dald
Fehlbstimmungen relativ haufig waren, insbesondere dann, wenn der
Erhaltungszustand der Proben zu wiinschen ubrig lief3. Auf diesem Hintergrund darf der
nachfolgend durchgefihrte Vergleich zwischen Zahl- und Pigmentmethode nicht so
aufgefal3t werden, dal3 die Zahldaten immer die ,richtigen® sind und Differenzen
zwischen den Methoden quasi automatisch bedeuten, dall die Pigmentmethode
Jfalsche Ergebnisse geliefert hat.

3.2.1. Eutrophe bis mesotrophe Gewasser

In den Figuren 8, 9 und 10 sind vom ,Schmalen Lucinsee* vergleichend die
Phytoplanktonpopulationanderungen im Jahre 1994 mit beiden Methoden aufgetragen.
Im oberen Teil der Abbildung ist der prozentuale Beitrag der verschiedenen Algen am
Biovolumen und im unteren Teil am Chlorophyll a aufgetragen. Zunéchst einmal fallt bei
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den Proben der Wasseroberflache auf, da? Gesamtbiovolumen und Gesamtchlorophyll
nicht parallel verlaufen. Im Biovolumen findet man ein kleines Sommermaximum am
19.7., das sich im Chlorophyll nicht auffinden laf3t, wahrend das Chlorophylimaximum
am 20.10. keine Entsprechung im Biovolumen hat. Generell wird der Biovolumenantell
der Dinoflagellaten beim Biovolumen sehr hoch bestimmt, wahrend diese Algengruppe
beim Chlorophyll kaum in Erscheinung tritt. Die Grunalgen werden mit beiden
Methoden mit &hnlichen Prozentanteilen bestimmt, werden aber bei der
mikroskopischen Methode am Ende des Jahres nicht mehr erkannt, wahrend sie noch
mit ca. 10% sich im Chlorophyll wiederfinden lassen. Nimmt man die Haptophyta,
Chrysophyta und Diatomeen zusammen, so zeigen sie im Jahresverlauf eine ahnliche
Dynamik, ihr Anteil am Biovolumen ist jedoch wesentlich hoher als am Chlorophyll. Die
an den Proben der Wasseroberflache gemachten Beobachtungen finden sich in den
anderen Tiefenschichten entsprechend wieder. Das Problem der Dinoflagellaten wird
besonders bei der 10m Probe auffallig. Am 19.7. wird im Biovolumen ein hoher Anteil
von Dinoflagellaten beobachten, der im Beitrag zum Chlorophyll gar keinen
Niederschlag findet. Entweder ist dies auf zufallig in der Probe vorhandene groR3e
Einzelexemplare zurtckzufihren, oder es handelt sich um nicht-pigmentierte,
heterotrophe Dinoflagellaten oder einfach um leere Panzer.

Sehr dhnliche Ergebnisse wurden im Carwitzer Becken erzielt Fig. 11, 12 und 13). Auch
hier bestehen Diskrepanzen zwischen dem Verlauf der Biovolumina und des
Chlorophylls. Auch hier gehen diese Unterschiede auf Dinoflagellaten oder grol3e
Diatomeen zurtick. Hinzu kommt allerdings, dal3 hier der Anteil der Cyanobakterien mit
der Pigmentmethode generell hoher bestimmt wird als mit der Zahlverfahren.

Anders stellen sich die Ergebnisse in der Talsperre Saidenbach dar. Hier stimmt der
Verlauf von Biovolumen und Chlorophyll sehr gut tUberein (Figuren 14-19). In der 1m
Stufe ist das Phytoplankton im Frihjahr durch Diatomeen dominiert. lIhr Beitrag zur
Biomasse betragt bis Ende Mai zwischen 80 und 95% unabhangig von der
verwendeten Methode. Im Juni geht der Diatomeenanteil zurtick und es Grunalgen und
schwer identifizierbare Kleinstzellen auf, die nach der Pigmentanalyse den
Cyanobakterien zuzurechnen sind. Am 1.8.94 beobachtet man in der mikroskopischen
Untersuchung einen Anstieg des Pikoplanktons und einen hohen Anteil von
Cryptophyceen und von Chrysophyceen, letztere werden bei der Pigmentanalyse
zusammen mit den Diatomeen erfal3t. In der Pigmentmethode findet man dagegen
einen hohen Anteil von Cyanobakterien, wahrend die Cryptophyceen und Diatomeen
nur von untergeordneter Bedeutung sind. Ende August dominieren im Biovolumen sehr
kleine Cyanobakterien und alle anderen Algengruppen treten in den Hintergrund,
wahrend in der HPLC Methode neben Cyanobakterien auch Grinalgen und kleine
Cryptophyceen und Diatomeen mit relativ hohen Prozentanteilen gefunden werden.
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Man kann daher feststellen, dal} die beiden Methoden um so starker von einander
abweichen, je hoher der Anteil an sehr kleinen, schwer identifizierbaren Zellen ist. Dies
beobachtet man in allen nachfolgend untersuchten Tiefenstufen. Besonders deutlich
wird dies beim Auftreten von Pikoplankton. Meist handelt es sich dabei um
Cyanobakterien, wahrend diese jedoch nur wenig zum Biovolumen beisteuern (oder die
Biovolumenbestimmung sehr schwierig ist), ist ihr Beitrag zum Chlorophyll sehr hoch.
Offenbar kommen die beobachteten Unterschiede hauptsachlich durch die
unterschiedliche Bezugsgrol3e zustande. Die im Verlauf einer Vegetationsperiode
ermittelten Populationsverschiebungen werden aber von beiden Methoden in &hnlicher
Weise beschrieben.

3.2.2. Oligotrophe Gewésser

An der oligotrophen Talsperre Neunzehnhain wurden ahnliche Beobachtungen ge-
macht wie an den beiden zuvor genannten Gewassern (Fig. 20-22): Der Verlauf von
Biovolumen und Chlorophyll ist nicht (oder nicht immer) phasengleich, die mikroskopi-
sche Technik ermittelt einen hoheren Anteil an Dinoflagellaten und Chrysophy-
ceen/Diatomeen und einen kleineren Anteil an Cyanobakterien als die Pigment-
methode. Das Auftreten nicht identifzierbarer Algen (i.d. Regel Pikoplankter) ist in der
Regel eng korreliert mit hohen Anteilen von Cyanobakterien am Gesamtchlorophyll. Der
Verlauf der Anderungen in der Phytoplanktonpopulationsstruktur wird von beiden
Methoden sehr &hnlich charakterisiert. Die Beobachtung, dafl3 bei Dinoflagellaten und
grof3en Diatomeen der prozentuale Beitrag zur Biomasse auf der Grundlage des Biovo-
lumens immer héher bestimmt wird als bei der Bezugsgrol3e Chlorophyll ist dadurch zu
erklaren, dal3 bei diesen Zellen der Quotient Chlorophyll/Zellvolumen sehr viel kleiner
ist als bei Grunalgen oder gar pikoplanktischen Cyanobakterien. In diesen kleinen
Zellen ist das Chlorophyll sehr viel dichter gepackt, so dal® die beobachteten Unter-
schiede durch die Bezuggrol3e erklarbar sind. Im Gesamtkontext des Vorhabens hat
dieses Ergebnis zwei Konsequenzen:

1. Die mikroskopische Methode stellt fir die HPLC-Methode keine eigentliche Referenz
dar. Man kann daher die HPLC-Methode nicht tber die Mikroskopie ,kalibrieren.

2. Es stellt sich die grundsatzliche Frage, ob ,Biovolumen® oder ,Chlorophyll* der
geeignetere Biomasseparameter ist.

3.3. Uberprifung des Auswertemodus

Die Daten zeigen, dal3 man mit beiden Methoden qualitativ ahnliche, aber quantitativ
z.T. sehr unterschiedliche Resultate erhélt. Die Trophie der Gewasser spielt dabei
offenbar keine entscheidende Rolle. Da die Gultigkeit der HPLC-Methode und des
zugrunde liegenden Auswertemodus nicht Uber den direkten Vergleich mit der
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Zahlmethode Uberprift werden kann, und keine andere alternative Methode bekannt
ist, wie man den prozentualen Anteil der Phytoplanktongruppen zum Gesamtchlorophyll
ermitteln kann, muBte nach anderen Uberprufungskriterien gesucht werden. Ein
Prufparameter wurde im Quotienten aus gemessenem und dem theoretisch
errechneten Chlorophyllgehalt (Chl agen/Chl aye,) gefunden. Dieser Parameter ist leicht
zu ermitteln (siehe unter 2.5) und stellt eine aufRerordentlich effektive Prifgrol3e dar.

3.3.1. Uberpriifung der Ubereinstimmung zwischen Chl agem/Chl aneo.

3.3.1.1. Oligotrophes Gewasser

In Fig. 23 ist die prozentuale Verteilung der Algenklassen in der TS Neunzehnhain an
vier verschiedenen Terminen im Jahre 1995 wiedergegeben. Auf der Ordinate ist der
Quotient (Chl agem/Chl ageo), der auf der Grundlage von Labordaten ermittelt wurde,
aufgetragen. In diesem Datensatz erhalt man eine nahezu ideale Ubereinstimmung
zwischen Theorie und Realitat. Die Ubereinstimmung liegt bis auf einen Fall zwischen
85 und 100%. Wertet man alle Proben aus beiden Untersuchungsjahren aus, so ergibt
sich eine gute Ubereinstimmung mit einer durchschnittichen Abweichung von 20%
nach oben und nach unten. Lediglich an einem Mel3tag sind bei den beiden
oberflachenn&heren Proben die Abweichungen grél3er und betragen dort 40%.

3.3.1.2. Eutrophe/mesotrophe Gewasser

In Fig. 24 ist der Quotienten Chl agen/Chl age, aller Proben aus den Jahren 1994 und
1995 vom Schmalen Luzin-See aufgetragen. In diesem Gewasser beobachtet man im
Fruhjahr und Herbst gute bis sehr gute Ubereinstimmung zwischen erwartetem und
gemessenem Chlorophyll, allerdings treten in den Sommermonaten erhebliche
Abweichungen auf, die bis Uber den Faktor 5 hinausreichen.

3.3.1.3. Hypertrophes Gewasser

In der TS Droda (Fig. 24 unterer Teil ) wurde die hypertrophe Vorsperre hinsichtlich des
Quotienten Chl ape/Chl agem untersucht. In allen drei Gewassern beobachtet man
generell eine gute Ubereinstinmung zwischen theoretischem und gemessenem
Chlorophyll; die Abweichungen sind selten grofBer als 20%. Dies ist um so
bemerkenswerter da gerade in diesen drei Gewassern die Dynamik besonders hoch ist.

3.3.2 . Ursachen fir die gefundenen Abweichungen im Verhaltnis Chl agem/Chl aineo

Obwohl wir also generell eine relativ gute Ubereinstimmung zwischen Chl Agem/Chl agneo
feststellen konnten, haben wir in der Datenmatrix, dort wo die Differenzen besonders
grol3 waren, nach Ursachen gesucht. Theoretisch kbnnen diese Abweichungen durch
drei Hauptursachen entstehen:
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a. die zugrunde gelegten Verhaltniswerte sind falsch. In diesem Fall ist zu fragen,
wie man "richtigere” Werte ermitteln kann.
b. die zugrunde gelegten Verhaltniswerte sind physiologisch variabel. Dann ist zu

untersuchen, ob man aus den Abweichungen etwas tber den physiologischen
Zustand der Zellen lernen kann.

C. in der Phytoplanktonprobe tragen weitere Algengruppen zu Chl a bei, die Uber
die Markerpigmente Peridinin, Fucoxanthin, Lutein, Alloxanthin und Zeaxanthin
nicht erfal3t werden.

3.3.2.1. Verfahren zur Ermittlung von in-situ Xanthophyll/Chlorophyll-Verhaltniswerten.

3.3.2.1.1. Das "Mainzer” Modell.

Wir haben drei verschiedene Modelle der Auswertung entwickelt. Das erste Modell, wir
nennen es hier "Mainzer Modell’, arbeitet mit festen Verhaltniswerten von
Markerxanthophyll zu Chlorophyll a, die anhand von Laborkulturen ermittelt wurden.
Alle unter 3.1 und 3.2. vorgestellten Ergebnisse wurden auf der Grundlage des
"Mainzer Modells” ermittelt also mit festen, anhand von Laborkulturen ermittelten
Xan/Chl a-Verhaltniswerten.

3.3.2.1.2. Das "lterative” Modell.

Das zweite Modell, wir nennen es hier iterativ, nimmt die Markerxanthophyllverhaltnis-
werte des Mainzer Modells zur Grundlage und pal3t die Verhaltniswerte fur die einzel-
nen Algenklassen so an, daf sich ein Verhaltnis von Chl age,/Chl agpe, Von 1 ergibt. Es
sollte geprift werden, ob es entgegen der Annahme, dal? alle Algengruppen in gleicher
Weise fur die Abweichung des gemessenen vom erwarteten Chlorophyll verantwortlich
sind, nicht doch Hinweise auf Uber- bzw. Unterbewertungen einzelner Algenklassen
gibt. Hierbei missen implizit - genau wie beim Mainzer Modell - feste Verhaltnisse der
Markerpigmente zum Chl a angenommen werden. In Fig. 25 wurde das Verhéltnis Chl
ameo (Modellchlorophyll) gegen die prozentualen Algenklassenanteile (AK%) am
Beispiel eines Datensatzes aus der Bleilochtalsperre im Juni 1996 aufgetragen. Eine
positive Steigung der durch die Punktewolke fur eine Algenklasse gelegten
Regressionsgeraden deutet darauf hin, dal3 ihr Anteil relativ zu den restlichen Klassen
Uberbewertet wurde, Umgekehrtes gilt fir eine negative Steigung. Das r? kann
zusatzlich Aufschlufd Uber die quantitative Bedeutung der Abweichung geben: je naher
es an 1 ist, um so starker ist der Effekt; bei O ist der Effekt nicht vorhanden. Fur den
hier verwendeten Datensatz ergibt sich nach diesem System die folgende
Interpretation: es wurden Korrelationen gefunden, die starkste fur die Chlorophyceen
mit r2=0,47. Die Steigungen der Geraden deuten darauf hin, daf} die Chlorophyceen im
Vergleich zu den anderen Algenklassen durch das Mainzer Modell unterbewertet
wurden. Das iterative Modell korrigiert diese Unterbewertung wie folgt:
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1. Schritt:

Minimieren der Korrelationen von Algenklassenanteilen mit dem Verhaltnis Chl age,/Chl
ameo- Die Steigung der Regressionsgeraden und das r2 geben Hinweise, welche
Faktoren in welche Richtung veréandert werden miuissen. In kleinen "vortastenden”
Schritten wird zunachst ein Faktor (Chl a/Markerpigment) verandert (z.B der mit dem
groten r2) und der Effekt auf die Modellglte (Kriterien Chl age,/Chl aye, =1) anhand
der Grafik beurteilt. Bei Umkehr der Geradensteigung war die Veréanderung zu stark,
hat sie sich der Waagerechten angenahert, war es ein Schritt in die richtige Richtung,
aber moglicherweise noch nicht weit genug. Da sich das Andern eines Faktors immer
auch auf die prozentualen Anteile der anderen Algenklassen auswirkt, kann nicht
einfach ein Faktor nach dem anderen angepaldt werden, sondern es muf3 durch "trial
and error” eine zufriedenstellende Losung gefunden werden. Ab einem gewissen Punkt
wird der zeitliche Aufwand fur eine weitere (mehr oder weniger unwesentliche)
Verbesserung relativ grol3 und es erscheint sinnvoll, die Modelloptimierung
abzubrechen. Das in der Grafik (Fig.25) dargestellte Ergebnis dieses iterativen
Verfahrens wurde in wenigen Minuten gewonnen.

2. Schritt:

Anpassung des Modell-Niveaus an das Niveau des gemessenen Chl a.

Das durchschnittliche Verhéltnis Modell Chl a / gemessenes Chl a wird fur die im ersten
Schritt erhaltenen Faktoren ermittelt. Alle Faktoren (Chl a/Markerpigment) werden
durch das ermittelte Verhéltnis dividiert, so dal3 die neu erhaltenen Faktoren im Modell
eingesetzt ein neues durchschnittliches Verhaltnis von 1:1 ergeben. Es kann mit dem
Tabellenkalkulationsprogramm EXCEL 5.0 binnen weniger Minuten ermittelt werden.

3.3. 2.1.3. Das "SPSS” Modell (multivariate Regression).

In den verschiedenen Algenklassen kommen neben den Markerxanthophyllen, die fir
die einzelnen taxonomischen Gruppen jeweils spezifisch sind, auch andere Pigmente
vor, die in der Regel immer mit dem Markerpigment vergesellschaftet sind. Stellt man
daher eine statistische Korrelationsmatrix auf, in die man zunachst alle getrennten und
quantifizierbaren Pigmente eintrégt, so ist nicht zu erwarten, daf} die einzelnen
Pigmente frei variieren, sondern es entsteht ein Korrelationsmuster verbundener
Variablen. Wahlt man aus der Gesamtdatenmatrix die Markerpigmente aus und
korreliert diese in einer multiplen Regressionsanalyse mit dem Chlorophyll a, so werden
die Markerxanthophylle zu Préadiktorvariablen, mit denen sich der Chlorophyll a-Gehalt
mit einer gewissen statistischen Wahrscheinlichkeit voraussagen laf3t. Die multiple
Regressionsanalyse kann unter Zuhilfenahme von Koeffizienten oder ohne
Koeffizienten durchgefuhrt werden. Wir haben beide Durchfihrungsweisen fir
unterschiedliche Falle getestet. Im Fall der Verwendung von Koeffizienten setzt man
folgende mathematische Beziehung ein:
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[Chl a]= konst + Ak * [Allo] + Fk * [Fuco] + Lk * [Lut] + Pk * [Per] + Zk * [Zea]

wobei:

[Chl a] = die zu erwartende Menge an Chl a in pmol L™

konst = Korrelationskonstante

Ak = Koeffizient fur Alloxanthin (entsprechend fir alle anderen Pigmente)

[Fuco] = in der Probe gemessene Fucoxanthinkonzentration (entsprechende fur alle
anderen Markerxanthophylle)

Diese Korrelationsmatrix kann man dann entweder fir alle Proben aufstellen, oder man
ermittelt sie fur jedes Gewasser getrennt. Aus den Korrelationsgeraden lassen sich
dann Markerxanthophyll/Chlorophyll a Verhaltnisse ermitteln, die nicht mehr auf Mes-
sungen an Laboralgen zuriickgehen, sondern die denen im Freiland wirklich existie-
renden Verhaltnissen entsprechen. Aufgrund der ausreichend grol3en Probenzahl kon-
nen solche Korrelationen dann gewasserspezifisch und sogar Gewassertiefen-spezi-
fisch aufgestellt werden. Tabelle 4 gibt die molaren Xanthophyll/Chlorophyll a-Verhalt-
nisse der Freilandproben aus den Gewassern Neunzehnhain, Schmaler Luzin und TS
Droda an. Da nicht in allen Tiefen und allen Gewassern alle Pigmente vorhanden
waren, kann das Signifikanzniveau von 5% auch nicht bei allen analysierten Datenséat-
zen erreicht werden. Es wurden nur solche Verhaltniswerte, die mit einer Irrtumswabhr-
scheinlichkeit von kleiner 5% behaftet sind, in die Tabelle eingetragen. In der Zeile "alle
Daten” sind aus der Datenmatrix aller Proben der Gewasser neue Verhéaltniswerte
ermittelt und denen aus Laborkulturen gegentubergestellt worden. Man erkennt, daf3 die
Laborverhaltniswerte fur Peridinin, Fucoxanthin und Alloxanthin sehr gut mit denen aus
dem Freiland Ubereinstimmen, dal3 aber die Werte fur die Grinalgen und die
Cyanobakterien an der unteren Grenze liegen und zu niedrig angenommen sind.

Wir schlagen daher fur die weitere Praxis vor, diese neuen Verhaltniswerte fiur die
Auswertung zu verwenden. Dies fuhrt dazu, daR generell die Ubereinstimmung
zwischen Chl age,, und Chl aye, um 20-30% hoher wird. Bei der Berechnung der
prozentualen Verteilung der Algenklassen auf Gesamtchlorophyll a werden die
Grinalgen und Cyanobakterien etwas weniger stark gewichtet.
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Tabelle 4
Verhéltniswerte der gruppenspezifischen Caroteninoide zu Chl a in verschiedenen Gewéssern ermittelt
aus Freilanddaten mittels multipler Korrelationsanalyse. Das Signifikanzniveau der angegebenen Zahlen

ist in allen Féllen héher als P=0,05.

Probenart n Fucoxanthin  Peridinin Lutein Zeaxanthin Alloxanthin
Neunzehnhain 66 0,75 0,82 0,29 0,5 0,61
Schm. Luzin 183 0,89 - 0,36 0,35 0,14
Droda 66 1,00 0,39 0,31 0,49
alle Daten 315 0,96 0.99 0,41 0,31 0,47
Labor 0,85 0,95 0,15 0,12 0,39

Fur die meisten Ergebnisse hat dieser verdnderte Auswertemodus aber nur eine relativ
geringe Konsequenz.

Die multi-variate Regressionsanalyse ohne Koeffizienten wurde am Datensatz der
Bleilochtalsperre fur das Jahr 1996 getestet. In der Tabelle 5 wurden die
Verhaltniswerte nach allen drei Modellen vergleichend auf der Datengrundlage der
Pigmentmessungen fur die Bleilochtalsperre im Jahr 1996 dargestellt.

Tabelle 5

Verhéltniswerte der gruppenspezifischen Caroteninoide zu Chl a in der Bleilochtalsperre ermittelt aus

Freilanddaten mittels drei verschiedener Modellannahmen (Erkldrung siehe Text)

Pigment [mol Chl/mol Markerpigment] Mainzer Modell Iterativ SPPS
Fucoxanthin 0,78 0,71 0,80
Alloxanthin 1,68 1,60 1,68
Lutein 4,45 2,48 1,77
Zeaxanthin 5,63 6,15 6,42
Peridinin kam in der Talsperre nicht vor

Man erkennt, daf} die verschiedenen Auswertemodi nur auf das Markerpigment der
Grunalgen und der Cyanobakterien erkennbare Auswirkung haben. In Abbildung 26
haben wir das prozentuale Verhaltnis der einzelnen Xan/Chl a-Verhaltnisse nach den
verschiedenen Modellen am Beispiel der Bleilochtalsperre aufgetragen. Diese Darstel-
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lung zeigt letztlich nichts anderes als die Variabilitat der Berechnungsgrundlagen der
verschiedenen Modelle, wenn man die prozentualen Algenklassenanteile ermittelt. Die
Modellannahmen haben offenbar fir die Endaussage nur eine relativ geringe Bedeu-
tung, die sich deutlich unterhalb des Z&hlfehlers bei der Utermohl-Methode bewegt.

3.3.3. Nachweis anderer Algengruppen

In der TS Neunzehnhain wurden an einigen Terminen sehr hohe Konzentrationen an
Violaxanthin gefunden. Dieses Pigment kommt sowohl in Grunalgen als auch in Chry-
sophyceen in relativ geringen Mengen vor, bildet aber bei Eustigmatophyceen das
Hauptxanthophyll. In Abwesenheit dieser Gruppe erhélt man in einer Korrelationsmatrix
aller Pigmente eine enge Koppelung von Violaxanthin mit Lutein und mit Fucoxanthin.
Unabhéngige Varianz von Violaxanthin und den beiden anderen Pigmenten spricht fur
die Anwesenheit von Eustigmatophyceen. In der TS Neunzehnhain konnten Eustigma-
tophyta sowohl im Jahr 1994 als auch 1995 im Plankton z.T. mit erheblichen Beitragen
zum Gesamtchlorophyll identifiziert werden (Fig. 26). Leider kann das Auftreten dieser
Algen in der Population kaum mittels mikroskopischer Analyse Uberprift werden.
Eustigmatophyta sind lichtmikroskopisch nur sehr schwer von Xanthophyceen und von
Griunalgen zu unterscheiden, insbesondere dann, wenn sie zum Nanoplankton geho-
ren. So lassen sich z.B. die beiden coccalen Algen Nanochloris spec. (Chlorophyta)
und Nannochloropsis spec. (Eustigmatophyta) nur elektronenmikroskopisch differenzie-
ren. Die kritische Sichtung einiger Arten aus Algensammlungen hat ergeben, dal3 auf-
grund der enormen mikroskopischen Identifizierungsprobleme eine Reihe von Xantho-
phyceen falsch identifiziert sind und den Eustigmatophyceen zugeordnet werden mus-
sen. Die Tatsache, dal3 der Zusammenhang zwischen Wasserqualitdt und dem Vor-
handensein von Eustigmatophyceen ganzlich unbekannt ist, liegt darin begriindet, daf}
bislang keine Methode greifbar ist, diese Algen in natirlichen Planktonproben sicher
identifizieren zu kénnen. Die HPLC-Methode wird in Zukunft moglicherweise hier Auf-
klarung bringen konnen.

3.4. Die Pigmentanalyse als ein neues Instrumentarium zur Charakterisierung der
Phytoplanktonaktivitat?

Es konnte gezeigt werden, dall der Anteil der in den Zellen vorhandenen
Chlorophyllabbauprodukten Phaeophytin, Chlorophyllid und Phaeoid In der Regel lag
die Summe dieser Substanzen unter 6-8% des Gesamtchlorophylls. Allerdings wurde in
Proben, die aus aphotischen Schichten entnommen wurden auch deutlich hdhere
Konzentrationen registriert. Auch zeigt sich im Verlauf eines Jahresganges der
prozentuale Anteil an Chlorophyllabbauprodukten nicht konstant. Die Daten deuten
darauf hin, daf} absterbende Algen und stark unter grazing-Druck stehende
Populationen einen erhéhten Anteil dieser Substanzen erhalten (Head et al. 1994). Erst
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systematische Studien werden ausreichend sichere Daten liefern, ob die Menge an
Chlorophyllabbauprodukten mit einer physiologischen Aktvitat zu korrelieren ist oder als
ein Mald fur den FraRRdruck interpretiert werden kann. Diese ersten Hinweise zeigen
aber, dal} die Methode hinsichtlich ihrer Aussagefahigkeit noch nicht vollstandig
ausgeschopft ist. Wilhelm and Manns (1991) konnten zeigen, dal3 bei Algen, die sich in
der poststationaren Entwicklungsphase befinden, der Chlorophyllabbau friiher einsetzt
als die Degradation der Xanthophylle. Erhéhte Xan/Chl a-Verhaltniswerte kobnnen daher
einen Hinweis liefern, ob die Zellen sich noch in der aktiven Wachstumsphase
befinden. Besonders wertvoll wére es, wenn sich erhohte Xan/Chl a-Verhaltniswerte
zusammen mit erhéhten Konzentrationen an Chlorophyllabbauprodukten zu einem
Prognoseinstrument ausbauen liel3e, das erlaubt vorherzusagen, ob eine Population
weiter an Biomasse zunehmen wird, oder ob das Maximum Uuberschritten ist. Ein
solches Prognoseinstrument kdonnte gerade dann von Bedeutung sein, wenn in der
Trinkwasserbewirtschaftung kritische Phytoplanktondichten erreicht sind und das Risiko
von kurzfristen Bewirtschaftsengpassen besteht, wenn sich eine Planktonblite weiter
entwickelt.

4. Fazit

In dem Vorhaben konnte durch die Ermittlung des Quotienten Chl age,/Chl aye, €in Pa-
rameter gefunden werden, der eine kritische Uberprifung der Berechnungsgrundlagen
zur quantititativen Bestimmung der verschiedenen Algenklassen zum Gesamtchloro-
phyll erlaubt. Es konnten Uuber eine statistische Methode neue Xanthophyll-
Verhaltniswerte ermittelt werden. Die Verwendung dieser neuen Berechnungswerte
fuhrt insgesamt zu einer noch hoheren Ubereinstimmung zwischen gemessenem und
postuliertem Chlorophyll. Bei der Berechnung des prozentualen Anteils der
Algenklassen am Gesamtchlorophyll werden etwas geringe Anteile fur die
Chlorophyceen und Cyanobakterien ermittelt. Die neuen Berechnungsgrundlagen sind
fur die Routinepraxis ausreichend genau und zuverlassig. Der mittlere maximale Fehler
kann mit etwa 20% angenommen werden. Die statistische Auswertung erlaubte
erstmalig die Identifizierung und quantitative Abschatzung der Eustigmatophyceen zum
Gesamtchlorophyll. Die quantitative Analyse der Chlorophyllabbauprodukte liefert
maoglicherweise Hinweise auf die Intensitat des Zooplanktongrazings und/oder
Instabilitaten in der Phytoplanktonstruktur. Im Vergleich zur mikroskopischen Analyse
werden sehr &hnliche qualitative Ergebnisse erzielt, die beobachteten quantiativen
Unterschiede zwischen beiden Methoden gehen auf die BezugsgréR3e zurtick. Trotz der
bestehenden Einwéande (White et al., 1988) ist Chlorophyll in der Routinepraxis der
wichtigste  Trophieindikator ist, so dald es fur die Bestimmung der
Phytoplanktonzusammensetzung eine sinnvollere Bezugsgrof3e darstellt als das
Biovolumen, Uber das in der Regel in der Routinetberwachung keine Information
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vorliegt. Nach Abschlul3 der Arbeiten kann die Methode fir die Routinepraxis
empfohlen werden.

5. Zeit- und Kostenplanung

Das Projekt ist abgeschlossen und die bewilligten Finanzmittel wurden zeit- und

verwendungsgerecht vollstandig verausgabt. Hinsichtlich des rechnerischen
Abschlusses wird auf ein Begleitschreiben verwiesen.

Leipzig, den 20.6.1997 Prof. Dr. Christian Wilhelm
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Tabelle 1 Die wichtigsten Carotinoide verschiedener Algenklassen

Algenklasse: Chlorophyta Bacillariophyceae Dinophyceae Cryptophyta Cyanophyta
Carotenoid

+
1
+
1

a-Carotene
3-Carotene
Echinenone
Lutein
Zeaxanthin
Neoxanthin
Violaxanthin
Fucoxanthin
Diatoxanthin
Diadinoxanthin -
Peridinin - - + - -
Alloxanthin -
Myxoxanthophyli

v+
v+
v+
1 1

+ +

+ + + +

1
+ + +

1

1

1

1

1 1
1 1
v+
+ 1

(+) = nurin Spuren vorhanden
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Tabelle 2

Pigment

Chlide b
Chlide a
Chlidea’
Chl ide a
Chlc,
Chlide a””
Peridinin
Oscillaxanthin
Fucoxanthin
Neoxanthin
o-THC
Violaxanthin
Myxoxanthin
Diadinoxanthin
Alloxanthin
Lutein
Zeaxanthin
Chlb
Chla*
Chla
Chla*
3-Carotin

Retentionszeiten (Rt) und spektrale Eigenschaften der tiber HPLC-getrennten Pigmente

ermittelt aus Standards ermittelt aus Freilandproben Referenzdaten aus Literatur
[Wright et al. 1991]
Rt [min] Absorptionsmaxima [nm] Rt [min] Absorptionsmaxima [nm] Absorptionsmaxima [nm] Solvens
4.250 4643 600.6 648.4/654.3 453 598 645 Aceton

4.900 4353 620.1 664.1
5.350 435.3 5859 625.0/664.0

5.650 430.5 620.1 664.1 449 581 629 Aceton
6.567 4450 581.0 629.9 6.538 445.0 581.0 629.9
8.033 430.5 620.1 664.1
9.750 474.0 9.738 474.0 472 Eluent
10.267 469.2 498.3 532.3
11.250 449.8 11.238 449.8 446 Eluent
11.800 416.0 440.1 469.2 416 441 470 Eluent
12.267 449.8 4740
13.767 416.0 440.1 474.0 13.805 416.0 440.1 474.0 416 440 470 Eluent
14.717 478.9 508.0
15.167 449.8 478.9 15.222 425.7 449.8 478.9 422 446 476 Eluent
16.350 4547 483.7 16.422 454.7 483.7 454 484 Eluent/Aceton
17.667 449.8 478.9 17.738 449.8 478.9 446 476 Eluent/Aceton
18.083 4547 478.9 18.155 454.7 478.9 454 478 Eluent
19.833 459.5 595.7 644.5 19.822 459.5 595.7 644.5 453 598 645 Aceton
20.850 430.5 615.2 664.1 20.838 430.5 615.2 664.1 425 616 664 eluent
21.600 430.5 581.0 615.2/664.1 21.605 430.5 581.0 615.2/664.1 431 618 665 eluent
22.288 430.5 620.1 664.1
26.305 454.7 478.9 461 Aceton

Rt: Retentionszeit gemessen am Peakmaximum
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Tabelle 3 Berechnung der relativen Algenklassenverteilung
Xanthophyll pmol Xan Anteil am Chl a

Pigment Flache [pmol] 1000 Chl a nmol Chl a [%] Algengruppe
Zeaxanthin 108262 85 6.95 117 15.65 Cyanophyceae
Lutein 254763 206 16.91 149 48.18 Chlorophyceae
Fucoxanthin 232034 307 25.14 850 9.85 Diatomeen?
Peridinin 91113 149 12.22 951 4.28 Dinoflagellaten
Alloxanthin 531616 419 34.34 393 29.13 Cryptoflagellaten
Chlorophyll a 3183781 12198 gemessen 100.0

13064 berechnet 2 107.2

7.2 % Fehler

pmol = ng/Molekulargewicht - ng Pigment wurde berechnet aus Kalibrationsgeraden fir jedes Pigment

pmol Xan/nmol Chl a = molares Verhéltnis des Markerxanthophylls zu Chlorophyll a ermittelt aus Laborkulturen von jeder der genannten
Algengruppen nach Renner et al., 1992

1 Diatomeen einschlief3lich von Chrysophyceen

2 theoretisch errechnete Chlorophylimenge auf der Grundlage der Xan/Chl a-Verhaltnisse und der bestimmten Xanthophyllflachen (siehe
Text)
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Absorbance (reistive units)

{a) Lutein A 17884 min
B 17.738 min
449.8 C 17508 min
474.0
/

" | (6) Zeaxanthin

Absorbance (relative units)

A 18.116min
B 18.158 min
C 18.220 min

Absorbance (relative units)

{c) Peridinin

474.0

A 9.688 min
B 9.738 min
C 9.701 min

Wavelength (nm)

HPLC-gestiitzte Phytoplanktonanalyse - AbschluBibericht - Anhang: Tabellen und Figuren

Figure 2
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HPLC-gestiitzte Phytoplanktonanalyse - Abschiu3bericht - Anhang: Tabellen und Figuren

Figure 5
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HPLC-gestiitzte Phytoplanktonanalyse - AbschluRbericht - Anhang: Tabellen und Figuren

Figure 6

Talsperre Neunzehnhain, 1994
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Figure 7
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Figure 8
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Figqure 9

Schmaler Luzin
5 m Wassertiefe, 1994

(mm3*l-1)

5 5 3 2 g @ g
= K < < 0 o
g 8 S g 5 ot 2
=== Dinophyceae [~ | Bacillariophyceae 1 Haptophyceae
Cryptophyceae Chlorophyta

3 Chrysophyceae

Cyanophyceae —e— Summe Biovolumen

Schmaler Luzin
5 m Wassertiefe, 1994

100% -
80%
£ 60%
<
1]
=
G 40%
52
20% |
|
|
0% -
c c 5 o o Q. a
S S 3 3 3 [ [
- - < <€ w [47] ‘
8 N 5 o 5 o g
E=3Dinophyceae [ Bacillariophyceae ;
;

C—1Chlorophyta EEE Cyanophyceae



39

HPL C-gesttitzte Phytoplanktonanalyse - Abschlul3bericht

HPLC-gestiitzte Phytoplanktonanalyse -
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AbschiuBbericht - Anhang: Tabellen und Figuren
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Figqure 11
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Figure 12
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Figure 13
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Figure 20
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Fiqure 21
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Fiqure 22
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Fiqure 23
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Figure 24
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Figure 25
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Figure 26
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Der Leser kann sich, im Falle der Nicht-Lesbarkeit der Abbildungen, an folgender Adresse weitere Informationen einholen:

Prof. C. Wilhelm
Universitaet Leipzig
Institut fuer Botanik
Johannisalle 21-23
D-04103 Leipzig

phone: (0341) 9736874/0
fax: (0341) 9736899
Fax: (0341) 9736899

e-mail: cwilhelm@r z.uni-leipzig.de
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