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Synopsis

Cultures of the green algaes Scenedesmus subspicatus CHODAT (SAG 86.81) and Scenedesmus
communis (SAG 276-4b), well-known laboratory micro-organisms such as in the Cell Multiplication In-
hibition Test, were used as bioindicators in studies of heavy metal toxicology. In this study a combined
method of quantitative celldisintegration and high specific fluorimetric determinations of nucleic acids
was used to show the influence of toxic cations such as Pb®* and Cd%* at very low concentrations. It
could be shown that a quantitative determination of biological effects of inorganic cations on nucleic
acids of green algae is more sensitive than measured by optical density.

bioindicator, biomass, cadmium, heavy metals, lead, native nucleic acids, Scenedesmus, toxicity
threshold

1. Einflihrung

Eine bekannte Methode zur Ermittlung der Biomasse von Mikroorganismen ohne groBen apparativen Aufwand
stellt die Bestimmung der optischen Dichte als AnaloggréBe des Trockengewichtes oder der Zellzahl dar (HOLM-
HANSEN 1969). Als eine spezifische und sensitive Methode, bei der: MeBfehler, vor allem bedingt durch tote Or-
ganismen und Detritus, ausgeschlossen werden kénnen, kann die fluorimetrische Bestimmung der nativen DNA-
Konzentration, des Aquivalents der lebenden Biomasse, angesehen werden (IWAMURA 1955, HABERS 1964,
DEVULDER 1969, HOLM-HANSEN 1969). Analog dazu erméglicht die Quantifizierung der RNA-Konzentration die
Abschatzung der Bioaktivitit von Testorganlsmen (DEVULDER 1969 DORTCH et al. 1983). Unter
Schwermetalleinwirkungen geringer Konzentration (Pb' 2= 1 ,85mg/I; Cd*=0 ,015mg/I) 1aBt sich im Gegensatz
zur Bestimmung der optischen Dichte eine signifikante Anderung der Biomasse und -aktivitat in den Algentest-
kulturen feststellen.

2. MeBansatz und -methoden

Die angewandte Methode gliedert sich in die in Abb. 1 dargestellten Teilschritte. Quantitative Bestimmungen von
Zellbestandteilen bzw. Zellinhaltsstoffen, respektive Aussagen uber zeitlich variierende Zellgehalte an
Stoffwechselprodukten, sind nur durch einen vollstandigen ProbenaufschluB und, daraus resultierend, eine quan-
titative Freisetzung der zu messenden Zellbestandteile und -inhaltsstoffe, zu realisieren. Daher werden die
aufkonzentrierten bzw. konservierten Algenproben in einer Zellmiihle durch in hochfrequente Schwingungen
versetzte Glaskugeln zertrimmert. Dies ist insbesondere fiir Vertreter ubiquitarer Griinalgengattungen wie
Scenedesmus (KOMAREK und LUDVIK 1971, KOMAREK, LUDVIK 1973, KRUCKEMEIER 1987), Chlorella,
Pediastrum und wahrscheinlich auch Volvox, Eudorina, Sorastrum und Prototheca (ATKINSON et al. 1972) von
Bedeutung, da diese Organismen Zellwandstrukturen mit bemerkenswerten Schutzfunktionen gegeniiber
mechanischen und chemischen Einwirkungen aufweisen. Aufgrund erster Vergleichsexperimenete kann man da-
von ausgehen, daB auch die quantitative Bestimmung anderer zellularer Parameter wie Chl -, Gesamtprotein-
und Kohlehydratgehalt mit einem ZellmiihlenaufschluB effektiver ist.

Die freigesetzten nativen Nukleinsauren werden fluorimetrisch durch die Kombination zweier spezifischer Fluoro-

chrome, Ethidiumbromid (STAEHELIN und PICKET-HEAPS 1975) und DAPI (FALKOWSKI und OWENS 1982),
erfaBt. Durch eine Summenbestimmung von DNA und RNA, eine spezifische DNA-Erfassung sowie eine an-
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schlieBende Differenzbildung kdnnen die Nukleinsdurenkonzentrationen in der gleichen Probe bestimmt werden
(KRUCKEMEIER 1987). Zusétzlich dazu wird die optische Dichte der Algenkulturen bei 720 nm bestimmt
(KRUCKEMEIER 1987).

Bestimmg. ETHIDIUM- relative
Optische FILTER"Y tatbliiliing BROMID- > Fluoreszenz
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00,59 | Lagerung — T I
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Abb. 1: Ablaufschema von ProbenaufschluB und kombinierter Nucleinsaurenbestimmung fiir Scenedesmus.

Je eine statische und synchrone Kultur von Scenedesmus wird Uiber 72 bzw. 96 h untersucht, wobei die Proben-
nahme jeweils um 9 Uhr, zwei Stunden nach Lichtbeginn, erfolgt und danach wie in Abb. 1 beschrieben vorge-
gangen wird. Die Schwermetallkonzentrationen beziehen sich auf die lonenkonzentrationen (Zugabe jeweils als
Nitrat), wobei dlese Werte den ermittelten Werten bei BRINKMANN und KUHN 1980 entsprechen (3,7 mg/I Pb e
und 0,03 mg/I cd? *) bzw. jeweils halbiert werden (s. a. NAW 1984, OECD 1984).

3. Ergebni

3.1 DNA-Messungen

Die in den Abb. 2 und 3 dargestellten Verlaufe der Parameter optische Dichte und Nukleinsdurenkonzentrationen
fir die nicht mit Schwermetallkationen belasteten Standardkulturen (-*-) entsprechen den aus der Literatur be-
kannten Wachstumskurven (LORENZEN und RUPPEL 1959, HOLM-HANSEN 1969, STEENBERGEN 1974).

Unter definierter Schwermetallbelastung kann bei der stationaren wie auch bei der synchronen Kultur von
Scenedesmus subspicatus (Abb. 2 und 3) eine auffallende Veranderung der DNA-Konzentrationen im Vergleich
zur unbelasteten Standardkultur festgestellt werden. Wahrend die Verlaufskurven der optischen Dichte nur sehr
geringe Unterschiede zwischen belasteten und unbelasteten Kulturen erkennen lassen (Abb. 2a, b; 3a, b), sind
die Unterschiede der DNA-Konzentrationen zwischen belasteten Kulturen und Standard sehr deutlich sichtbar
(Abb. 2c, d; 3c, d). Dies gilt insbesondere fiir die 72 h-Synchronkulturen (Abb. 3c, d); bei den stationdren
Kulturen (Abb. 2c, d) sind die Unterschiede nicht derart auffallend, liegen aber auch dort noch deutlich unter den
Standardwerten.

Die jeweils im unteren Bereich der einzelnen Teildiagramme aufgetragenen Abweichungen der belasteten Kul-
turen vom unbelasteten Standard liegen fiir die Bestimmungen der optischen Dichte nahe unter bzw. iber dem
als Null-Linie gesetzten Standard, und zwar im Bereich von 0 bis maximal 15 %, wobei sie teilweise mit den Stan-
dardwerten identisch sind und eine etwaige Schadigung nicht belegen kénnen (Abb. 2a; 3b). Demgegeniber be-
tragen die Abweichungen der DNA-Konzentrationen der belasteten Kulturen, wie besonders in Abb. 3d und 2d zu
erkennen ist, teilweise mehr als 50 % (maximal 67 % in Abb. 3c) und deuten somit auf eine erhebliche Schadi-
gung im Vergleich zur Standardkultur hin.

Auffallend bei den mit Blei und Cadmium belasteten Kulturen ist die nach einiger Zeit (48 bis 72 h) eintretende

“Erholung" bzw. "Regeneratioi" der Kultur (Abb. 2a, b; 3a, b), was anhand der zunehmenden DNA-Konzen-
trationen bzw. der geringeren Abweichungen vom Standard deutlich wird.
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Der Vergleich der belasteten Kulturen untereinander zeigt, daB die Unterschiede in der Wirkung héherer Katio-
nenkonzentrationen nur bei den bleibelasteten Kulturen sichtbar werden (Abb. 2c; 3c); unter Cadmiumbelastung
ergeben sich nur undeutliche Unterschiede zwischen niedrigen und hohen Konzentrationen (Abb. 2d; 3d).
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Abb. 2:

Darstellung des Verlaufes der statischen Kultur von Scenedesmus uber 96 h; aufgetragen sind die
Parameter optische Dichte, DNA- und RNA-Konzentration jeweils fur den Standard (-*-*-) und die blei-
bzw. cadmiumbelasteten Kulturen (-=-,-a-) im oberen Abbildungsteil, sowie die Abweichungen der be-
lasteten Kulturen (-a-,-a<) vom Standard (Null-Linie) im unteren Teildiagramm. Die aufgefiihrten Konzen-
trationen sind lonenkonzentrationen an Pb und Cd in mg/|, zugegeben als Nitrat.
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Abb. 3: Darstellung des Verlaufes der synchronen Kultur von Scenedesmus Uber 72 h; aufgetragen sind die
Parameter optische Dichte, DNA- und RNA-Konzentrationen; Erlauterungen vgl. Abb. 2.
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3.2 RNA-Messungen:

Ein ganz anderes Bild bieten die Verlaufe der RNA-Konzentrationen. Wahrend bei den stationéren Kulturen die
Messungen der RNA-Konzentrationen zu einem &hnlichen Ergebnis wie bei der optischen Dichte fiihren (Abb. 2e,
), also nur geringe Unterschiede zwischen belasteten und unbelasteten Kulturen feststellbar sind, kann man fir
die synchronen Kulturen teilweise erhebliche Abweichungen vom Standard erkennen, wobei die Verlaufs-
schwankungen der RNA-Konzentrationen der belasteten statischen Kulturen sehr viel geringer sind als die der
Vergleichskulturen. Die synchronen Kulturen scheinen ein bestimmtes Niveau nicht dberschreiten zu knnen
(Abb. 3e, f). Man sollte jedoch beriicksichtigen, daB die RNA-Konzentrationen wéhrend des Wachstums der
Kultur erheblichen natiirichen Schwankungen, bedingt durch die kurzen Turnoverzeiten der unterschiedlichsten
RNA’s, unterliegen kénnen (IWAMURA 1955, LORENZEN und RUPPEL 1959, KRUCKEMEIER 1987).

4. Diskussion un hluBfolgerun

Wie in Abb. 4 zusammengestellt, ergeben sich gegentiber der Messung der OD.,, bei den Nukleinsaurebestim-
mungen (Abb. 2 und 3) unter Schwermetalleinwirkungen sehr viel deutlichere prozentuale Abweichungen vom
unbelasteten Standard. Wéhrend sich die OD,,-Werte im Bereich der allgemeinen Schwankungsbreite der
MeBwerte bewegen, sind die Nukleinsdure-Werte signifikant {ber der zugehérigen Schwankungsbreite an-
geordnet. Dies trifft insbesondere fiir die Werte der 72 h-Synchronkulturen zu.
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Mittel aus je
1c 00/96h Cd 6 MeBwerten
10 /72h Cd
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Abb. 4: Darstellung der jeweils maximalen gemessenen Abweichungen der schwermetallbelasteten

Scenedesmus-Kulturen von der unbelasteten Standardkultur fir die einzelnen gemessenen Para-
meter: 1A -1E = optische Dichte (OD,,), 2A - 2E = DNA- und 3A - 3E = RNA-Konzentration, jeweils fiir
den 96 h- und 72 h-Versuch,; alle Angaben in Prozent.

Die Synchronkulturen (Abb. 2c, d) lassen gegeniiber den statischen Kulturen (Abb. 3c, d) von Scenedesmus, vor
allem in den ersten 24 h nach Schwermetallzugabe, eine deutlichere Abnahme der DNA-Konzentrationen
erkennen, da bei den langsamer wachsenden statischen Kulturen die Biomassezunahme des unbelasteten
Standards geringer ist, die Schere zwischen belasteter und unbelasteter Kultur demnach nicht so groB werden
kann. Wahrend das Maximum der Abnahme der Nukleinsiurekonzentrationen bei den belasteten synchronen
Kulturen schon nach 48 h bzw. frilher eintritt (Abb. 2c), ist bei den statischen Kulturen erst nach 72 bzw. 96 h die
maximale Abweichung gegeniiber dem Standard erreicht. Bezogen auf die in Kap. 3.2 angesprochenen RNA-
Konzentrationen gilt, daB die Synchronkultur auch hier die verwertbareren Ergebnisse liefert. Der Untersuchungs-
zeitraum 148t sich daher durch den Einsatz synchroner Kulturen auf 24 bzw. 48 h verkiirzen, wobei der
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Schwerpunkt der Messung auf die Bestimmung der DNA-Konzentrationen gelegt werden sollte, da die starken
natiirlichen Schwankungen der RNA-Konzentrationen das Ergebnis unter Umstanden verfalschen kénnten.

Die Biomassequantifizierung liber die DNA-Konzentration bietet daher den Vorteil, auch bei sehr gering einwir-
kenden Schwermetallkonzentrationen eine etwaige Schadigung der Reproduktionsfahigkeit respektive des Stoff-
wechsels mit hoher Empfindlichkeit bestimmen zu kénnen. Dies ist mit fehlerbelasteten Triibungsmessungen
(Bestimmung der optischen Dichte) mit ihrer niedrigen Empfindlichkeit nicht mehr moglich.
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