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Abstract

Abstract

Feeding and passage of nutrient particles through the digestive tract of the
rotifer Brachionus plicatilis were examined by microscopical and photomet-
rical methods using the following types of particles: mammalian (human,
bovine, ovine) erythrocytes, erythrocyte-ghosts (loaded with FITC-labelled

or unlabelled albumin) and yeast cells.

Erythrocytes are taken up by the rotifers like their natural food particles and
they are concentrated by ciliary feeding. Therefore the digestive tract of the
rotifers becomes stained intensely red by the released hemoglobin. This en-
ables the microscopial determination of the percentage of rotifers with filled
digestive tracts. On the other hand, erythrocytes are destroyed by the me-
chanical action of the chewing device of rotifers, the mastax. This results in
a decrease of the light scattering caused by the erythrocytes which can be
recorded photometrically at 630 nm. Thus, by calibrating light scattering
with known erythrocyte concentrations, it becomes feasible to determine
filtration and ingestion rates of the rotifers. The decrease of erythrocytes
within the medium is found to follow first order kinetics. The rate constant
is influenced by both the density of rotifers, and the initial density of parti-
cles in suspension at the beginning of the experiment. Passage of particles
through the digestive tract depend on the supply of fresh particles taken up
by the wheel organ. Passage time approximately doubles when the rotifers
had no access to fresh particles or when the temperature in the feeding solu-
tion was lowered from 20-25 °C to 5-15 °C.

Due to the uptake of erythrocytes by the rotifers also the absorbancy at 420
nm (“Soretband”) decreases. After some time, however, free hemoglobin is
defecated by the rotifers which results in an increase of the absorbancy at
420 nm. By centrifuging the sample it is furthermore possible to distinguish
between the respective absorbancy of erythrocytes and of free hemoglobin.
In this way the cycling time of nutrients and the volume of the digestive

tract of rotifers can be estimated from the traces of the pertinent curves.



Abstract

The contents of the digestive tract of B. plicatilis can be quickly and easily
exchanged by introducing a new type of particle to the medium. Yeast cells
were used to replace the erythrocytes in the digestive tract and to examine
the ability of the rotifers to control the ingestion of nutrient particles. The
usage of bromthymol blue stained yeast cells makes it possible to determine
differences in the pH-values of the stomach and the intestine. Furthermore,
in feeding experiments these cells are useful to examine the differences in
secretion of H'-ions by the intestine in culture medium of different molarity.
Finally, absorptive processes could be demonstrated by replacing fluores-
cence-labelled erythrocyte ghosts with unlabelled ghosts, and detecting

long-lasting residual fluorescence in stomach cells.



Einleitung

1. Einleitung

Rédertiere (Rotatorien) sind mikroskopisch kleine, aber hochorganisierte
Metazoen mit echten Geweben und Organen wie Nervensystem, Sinnesor-
ganen, Muskeln und Verdauungsorganen. Da viele Ridertiere transparent
und klar strukturiert sind, eignen sie sich hervorragend fiir in-vivo Beobach-
tungen. Aufgrund ihrer GroéBe (0,2-0,5 mm) konnen physiologische
Vorginge durch das Mikroskop im lebenden Tier beobachtet werden. Insbe-
sondere die Aufnahme von Partikeln und ihre Passage durch den
Verdauungstrakt kann durch einfache Methoden untersucht werden.
Aufnahme- und Filtrationsraten zahlreicher Riddertiere wurden bereits durch
den Einsatz verschiedener Futterpartikel ermittelt (Doohan, 1973; Stark-
weather & Gilbert, 1977 a, b; Bogdan et al., 1980; Wallace & Starkweather,
1983; Starkweather & Kellar, 1983; Haney et al., 1986; Ooms-Wilms et al.,
1993; Hansen et al., 1997; Lie et al., 1997). Bei den Untersuchungen stellte
sich heraus, dass die Ridertiere Futterpartikel bestimmter GroB3e bevorzu-
gen, die Art des Partikels aber meist eine untergeordnete Rolle spielt (Hino
& Hirano, 1984; Rothhaupt, 1990a, -b und 1995; Vadstein et al., 1993). Al-
lerdings scheinen bei Rédertieren auch Chemosinnesorgane eine Rolle zu
spielen, denn manche Partikel werden trotz optimaler Grof3e abgewiesen.
Die Aufnahme der in den Experimenten verfiitterten Partikel wurde entwe-
der mittels radioaktiver Markierung oder durch Ermitteln der Zahl der
entfernten Partikel bestimmt. Die Passage durch den Verdauungstrakt wurde
durch direktes Beobachten oder durch Messen der aufgenommenen Radio-
aktivitét untersucht.

Eine Ubersicht iiber das Fressverhalten bei Ridertieren liefern Starkweather

(1980) und Salt (1987).

An dem Rédertier Brachionus plicatilis (O. F. Miiller, 1786) wurden bereits
eine Reihe morphologischer und biochemischer Untersuchungen durchge-
fiihrt, da speziell an dieser Art ein kommerzielles Interesse besteht (es dient

als Lebendfutter zur Aufzucht mariner Fischlarven und Krebse; Lubzens et

al., 1997).



Einleitung

So beschiftigen sich einige Studien mit dem Einfluss verschiedener Nah-
rungspartikel, deren Konzentration sowie duflerer Bedingungen auf die
Massenzucht (Teshima et al., 1981; Yufera & Pascual, 1985; Hirayama,
1987; James et al., 1987; Lubzens et al., 1997; Maruyama et al., 1997; Qie
& Olsen, 1997; Yufera et al., 1997; Makridis & Olsen, 1999).

Der Verdauungstrakt von B. plicatilis wurde mit Hilfe des Elektronen-
Mikroskops untersucht (Kleinow et al., 1991) und es wurden einige
hydrolytische Enzyme, die moglicherweise bei der Verdauung eine Rolle
spielen, charakterisiert (Hara et al., 1984, 1997; Hino & Hirano, 1984;
Kleinow & Kiihle, 1984; Kiihle, 1987; Kiihle & Kleinow, 1985 u. 1989;
Wethmar & Kleinow, 1993).

Zur Untersuchung weiterer Aspekte der Verdauung von B. plicatilis wurden
dartiber hinaus Mikrokapseln benutzt (Teshima et al., 1981). Neben solchen
kiinstlichen Kapseln kénnen auch ,natiirliche* Mikropartikel zu diesem
Zweck eingesetzt werden. So untersuchten Kleinow & Kiihle (1984) den
pH-Wert der Verdauungsorgane von B. plicatilis mit Hilfe von Hefezellen,

die mit Indikatorfarbstoffen geférbt waren.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Untersuchung der Verdauungsphysio-
logie von B. plicatilis mit Hefezellen fortgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden
zusitzlich noch weitere Markerpartikel ,,natiirlicher* Herkunft (modifizierte
und unmodifizierte Sdugererythrozyten und Erythrozyten-Ghosts) zur Beo-
bachtung der Aufnahme und Weitergabe von Partikeln durch B. plicatilis
eingesetzt. So war es moglich, die Filtrationsrate der Radertiere und den
Einfluss verschiedener Faktoren darauf zu untersuchen.

Als wichtige Faktoren konnten die Verfligbarkeit von Partikeln im Medium,
der pH-Wert und die Pufferkapazitit im Verdauungstrakt ermittelt werden.
Weiter konnte durch indirekte und direkte Nachweismethoden ein Einblick
in die Vorgéinge der Resorption bei B. plicatilis gewonnen werden.

Die in unseren Versuchen gewonnenen Ergebnisse lassen den Schluss zu,
dass modifizierte Erythrozyten-Ghosts auch zur Untersuchung weiterer As-
pekte der Verdauung geeignet sind, wie z.B. der Lokalisierung von hydro-

lytischen Enzymen in den Verdauungsorganen.



Material und Methoden

2.1

DTT
FITC
HEPES
LSM
MES
RSA
SDS
TRA
Tris

Upm

Material und Methoden

Hiufig verwendete Abkiirzungen

1,4-Dithio-DL-Threit(ol)

Fluorescein Isothiocyanate
N-2-Hydroxyethylpierazin-N’-2-ethansulfonsdure
Laser-Scan-Mikroskop
N-Morpholinethansulfonsidure
Rinderserumalbumin

Natriumdodecylsulfat
Triethanolamin-Hydrochlorid
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Umdrehungen pro Minute
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2.2 Chemikalien

Hersteller, Substanz Reinheitsgrad
Appli Chem (Darmstadt)

Albumin aus Rinderserum

Citrat (Citronensdure-Monohydrat) p. a.
DTT

MES Pufferqualitat
Natriumhydroxid p. a.
Salzsdure p. a.
TRA p. a.
Boehringer (Mannheim)

Tris kristallin
Merck (Darmstadt)

Bromthymolblau

Bromphenolblau

Glutardialdehydlosung 25%

Kaliumchlorid p. a.
Kaliumhydrogenphosphat p. a.
Kaliumhydroxid reinst
Magnesiumsulfat-7-hydrat p. a.
Natriumcarbonat p. a.
Natriumchlorid p.-a
Natriumdihydrogenphoshat-1-hydrat p. a.
Natriumhydrogencarbonat p. a.
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat p. a.

Natriumdithionit

Sera (Heinsberg)

Meersalzgemisch
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Hersteller, Substanz Reinheitsgrad
Serva (Heidelberg)

Chloramphenicol research grade
Heparin research grade
SDS kristallin

Sucrose (Saccharose)

Sigma (Miinchen)
FITC
HEPES

Lyticase (aus Arthrobacter luteus)
Merthiolat (Timerosal)

Riedel-de-Haén (Hannover)

Ammoniumhydrogencarbonat reinst

Hier nicht aufgefiihrte Chemikalien stammen (in p. a.-Qualitdt) von der
Firma Merck, Darmstadt.
Sofern nicht anders erwdhnt, wurden die verwendeten Losungen mit Aqua

bidest. angesetzt.
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2.3 Spezielle Materialien

BRAND (Wertheim / Main)

Heparinisierte Mikro-Hédmatokrit-Kapillaren (Lange: 75 + 1,00 mm; Innen-

durchmesser: 1,15 + 0,05 mm; AuBendurchmesser: 1,55 + 0,05 mm),

Zéhlkammer, Neubauer (Kammertiefe: 0,1 mm; Zéhlnetz: 9 Grof3quadrate

je 1 mm?)

BRAUN (Melsungen)

sterile Blutlanzetten, Solofix

CORNING COSTAR GmbH (Bodenheim)

Tanswell-Clear Polyestermembran (Durchmesser 24 mm, Porengrofle 0,4

pm)

PLANO (Wetzlar)

Prep-Eze: Korbchen (Typ A) mit einer Maschenweite von 75 pm

ROTH (Karlsruhe)
Dialyseschlauch aus Zellulose, Spectra/Por®Membrane 3, MWCO:3,500

Werkstatt des Zoologischen Institutes (Universitit zu Kdln)

Filterapparatur (Lindemann & Kleinow, 2000), siche Abbildung 1, beste-
hend aus einem PE-Rohr mit dicht abschlieBendem Stempel und zwei ver-

schlieBbaren Ausldssen. Der Stempel ist mit einer Polymon-Gaze bespannt

(PES 16/5, Schweizer Seidengazefabrik AG Ziirich, Maschenweite 16 um).

Kleine Filterapparatur, hergestellt aus einer 5 ml FORTUNA® OPTIMA®
Glasspritze (Walter Graf u. Co. GmbH & Co., Wertheim) mit einem gaze-
bespannten (Polymon Gaze PES 16/5, Schweizer Seidengazefabrik AG Zii-
rich, Maschenweite 16 um) PE-Stempel; Spritzenauslauf mit Schlauchquet-

sche verschlief3bar.
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10 cm

A RS
G323

9%
SRS
\0\’:‘00000

Seleseseleet

Abb. 1: Filterapparatur zur Konzentrierung von Rédertieren oder zur Entfernung kleiner
Partikel (Erythrozyten, Algen oder Hefezellen) aus dem ridertierhaltigen Medium.

A — dicht abschlieender und mit einer Polymon Gaze (Maschenweite 16 pm) bespannter
Stempel

B — Ablauf fiir Waschmedium

C — Ablauf fiir partikelfreie, konzentrierte Radertiere
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2.4 Methoden der mikroskopischen Beobachtung

2.4.1 Lichtmikroskop

Benutzt wurden:

a) Ein Durchlicht-Mikroskop ,,Laborlux K* (Leitz, Wetzlar, Vergrof3erung
zwischen 40 und 1000x).

b) Ein Durchlicht-Umkehrmikroskop ,,Wilovert* (Will, Wetzlar, VergroB3e-

rung zwischen 40 und 320x).

2.4.2 Fluoreszenzmikroskop

Die Fluoreszenzuntersuchungen wurden an einem Fluoreszenzmikroskop
,Orthoplan®“ (Leitz, Wetzlar, Vergroferungen 63-400x) mit dem Anre-
gungsfilter L2 450-490 (Teiler 510, Sperrfilter 525/20) durchgefiihrt.

Die Tiere wurden auf Objekttragern unter Deckglidsern beobachtet.

243 Mikroskopaufnahmen

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen entstanden mit einer Minolta X-300
Spiegelreflexkamera mit Leitz Periplan Ojektivaufsatz (GF 12,5x; TL
160 mm 10x).

Zum Einsatz kamen folgende Filme: Ilford PAN F Plus 50 ASA (Schwarz-
Weil-Negativfilm), Kodak EKTAR 100 ISO 100/21° (Farbnegativfilm),
Kodak EKTAR 1000-2 (Farbnegativfilm), Kodak Royal Gold 100 ISO
100/21° (Farbnegativfilm), Scotch CHROME 640-T ISO 640/29°, 3200 k
(Farb-Diafilm fiir Gliihlampenlicht).

Zur Kompensation des durch das Kunstlicht hervorgerufenen leichten Gelb-

stichs wurde ein Blaufilter verwendet.

10
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Fiir die Aufnahmen am Fluoreszenzmikroskop wurde eine vollautomatische
Mikroskopkamera Orthomat (Leitz, Wetzlar) benutzt, wobei Aufnahmen im
Dunkelfeld mit Detail-(Selektiv-)Messung und im Hellfeld mit Integralmes-
sung durchgefiihrt wurden.

Das verwendete Filmmaterial stammte von Kodak (T-MAX p3200 ISO
3200/36° DIN/ASA 22/125, Schwarz-Wei3-Negativfilm).

244 Untersuchungen mit dem konfokalen

Laser-Scan-Mikroskop (LSM)

Die Messungen des in vivo pH-Wertes bei Brachionus plicatilis wurden mit
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopen durchgefiihrt. An der Universitét
Miinster stand ein Odyssey XL (Noran Instruments, USA) zur Verfiigung.
Die Steuerung und Bilderfassung erfolgte liber eine UNIX-Workstation (In-
dy 4000, SGI) mit der Software Intervision 1.5 (Noran Instruments). In das
LSM war ein inverses Mikroskop (Diaphot 200, Nikon) integriert, in dessen
Strahlengang drei verschiedene Lichtquellen eingekoppelt werden konnten:
(1) nichtkohérentes Durchlicht (Halogenlampe), (2) Fluoreszenzanregungs-
licht (HG-100 W2- Lampe, Osram mit einem Filtersatz von Nikon: DM
580, BA 590, EX 510-560) und (3) Laserlicht (luftgekiihlter Argon-Ionen-
Laser). Der Laser konnte Licht der Wellenldngen 453, 488 und 514 nm e-
mittieren (Baumeister, 1999). An der Universitdt Koln wurden die Messun-
gen an einem LSM 510 (Zeiss, Gottingen, Jena) durchgefiihrt. Steuerung,
Datenerfassung und Datenaustausch erfolgten iiber das Elektronikmodul
LSM 510 Control (Zeiss, Gottingen, Jena) und einen Siemens Scenic 800
PC mit dem Betriebssystem Windows NT 4.0 und der Software LSM 510.

Fiir die Beobachtung am inversen Mikroskop konnten folgende Lichtquellen
verwendet werden: (A) Halogenlampe, (B) Quecksilberdampflampe und (C)
ein VIS Laser-Modul mit einem Argon/Krypton-Laser sowie zwei Heli-
um/Neon-Lasern. Dieses Modul emittiert Wellenldngen von 633, 568, 543,
514, 488 und 458 nm.

11
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Anders als bei der einfachen Beleuchtung in der konventionellen Mikrosko-
pie, projiziert die LSM Technik das Licht einer punktférmigen Lichtquelle
(Laser) als nahezu beugungslosen Brennpunkt durch ein Objektiv mit hoher
numerischer Apertur auf die interessierende Préparat-Ebene. Das reflektierte
Licht oder die Fluoreszenz im Brennpunkt des Objektivs wird mit Hilfe der
Objektiv- und einer Tubenlinse auf eine variable Lochblende projiziert. Der
Brennpunkt in der Probe und die Lochblende sind an optisch konjugieren-
den Punkten ausgerichtet (confocal imaging).

Der groBle Vorteil dieser Anordnung ist, dass nur das Licht aus der Focus-
ebene durch die Lochblende fillt und von einem Detektor registriert wird.
Unerwiinschtes Streulicht aus anderen Ebenen des Praparats wird auBerhalb
der Lochblende fokussiert und nur ein kleiner Teil gelangt hindurch. Streu-
licht von auBlerhalb der Praparatebene oder die Fluoreszenz eines fluoreszie-
renden Objekts wiirde das scharfe Brennpunkt-Bild stéren und zu einem
verschwommenen Bild mit wenig Kontrast fiihren. Je schmaler die Offnung
der Lochblende, desto weniger Streulicht oder Fluoreszenz aus nicht fokus-
sierten Ebenen gelangt zum Detektor. Der Bildpunkt, der dort entsteht, ist
also weitgehend frei von unerwiinschtem Streulicht und damit scharf.

Am Laser-Scanning Mikroskop in Miinster befand sich an Stelle einer zwei-
ten Lochblende vor dem Detektor eine spaltférmige Blende, der sogenannte
,»Slit“. Ein Vorteil dieses Spaltes gegeniiber einer Lochblende besteht in der
erhohten Abtastrate des Objektes. Die Breite des ,,Slits* ist variabel und
abhingig von der Beschaffenheit des Priparates sowie des verwendeten
Objektivs: je enger der ,,Slit* gewéhlt wird, desto schirfer ist die Auflésung
der z-Ebene. Dies wirkt sich jedoch negativ auf die detektierte Fluoreszenz

aus, weil die Intensitdt geringer wird (Baumeister, 1999).

Um ein Bild der gesamten gewiinschten Prédparat-Ebene zu erhalten, ist es
notwendig, die Ebene Punkt fiir Punkt, Zeile fiir Zeile in XY-Richtung zu
rastern. Die Detektoren — fiir gewdhnlich Photoverstiarker — konvertieren die
optischen Informationen in elektrische Signale. Dies ermdglicht es, ein Bild
von jeder Objektebene innerhalb weniger Sekunden zu erstellen und abzu-
speichern. Durch definierte Bewegung der Focusebene in der Z-Achse ist es

moglich, jede Ebene des Prédparates zu betrachten. Durch Abtasten einer
12
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Reihe von aufeinanderfolgenden Ebenen innerhalb eines Priparates, kann
ein Stapel von Schnittbildern erstellt werden. Diese Schnittbildstapel ermdg-
lichen es dem Computer, Strukturen dreidimensional darzustellen.

In Miinster wurden die von der Betriebssoftware des LSMs erhaltenen Bil-
der mit dem Bildverarbeitungsprogramm ,,2-D-Analysis* (Noran Instru-

ments) bearbeitet.

Durch Einsatz des pH-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffes SNARF-1-Ester
(Haugland, 1994), der den Rédertieren in einem Fiitterungsansatz gegeben
wurde, wurde nach Anregung durch den Laser das pH-Niveau in den Ver-
dauungsorganen der Rotatorien in vivo bestimmt.

Diese Versuche konnten bei einem Gastaufenthalt in der Westfalischen Wil-
helms-Universitit Miinster durchgefiihrt werden. Dort wird an Daphnia
magna der pH-Wert der Hamolymphe untersucht. Zur Skalierung der
Falschfarben wurden die an diesem Versuchstier ermittelten Kalibrierungen
des pH-Wertes iibernommen. Daher sind keine verldsslichen Angaben iiber
die absoluten pH-Werte in den Verdauungsorganen von B. plicatilis mog-
lich, immerhin lassen sich aber pH-Unterschiede zwischen Magen und In-

testinum erkennen.

Zur Volumenbestimmung des Verdauungstraktes von B. plicatilis und zur
dreidimensionalen Darstellung wurden die Ridertiere mit FITC-Albumin
beladenen Ghosts gefiittert und nach einer Aufnahmezeit von 10-30 min
abgefiltert. Einzelne Tiere wurden dann, nach Immobilisierung mit Na-
Dithionit, auf einen Objekttrager mit Deckgldschen iiberfiihrt und im LSM
bei einer Laserwellenldnge von 488 nm, unter Einsatz eines Breitbandfilters
von 505-550 nm, gescannt. An den entstandenen Bildern wurden die Ab-
messungen des Verdauungstraktes mit Hilfe eines Messprogramms be-
stimmt. Die Auswertung verschiedener Scanebenen lieferte aulerdem ein

virtuelles dreidimensionales Bild der betreffenden Strukturen.

13
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2.5 Tiermaterial

2.5.1 Aufzucht der Rédertiere

Die Aufzucht von Brachionus plicatilis erfolgte, wie bereits beschrieben
(Kiihle und Kleinow, 1985 und 1989; Wethmar und Kleinow, 1993), in xe-
nischer Kultur in 3-5 1 Zuchtbecken.

Fiir Untersuchungen im Fluoreszenzmikroskop wurden die Rotatorien in
algenfreiem Medium gehalten, um Eigenfluoreszenz durch Algenbestandtei-
le zu vermeiden. Diese Tiere erhielten als Nahrung nur in Seewasser geloste
Biéckerhefe, Saccharomyces cerevisiae (0,2 g Biackerhefe in 30 ml Seewas-
ser). Es wurde gerade soviel Hefesuspension hinzugefiigt, dass eine leichte
Triibung im Becken zu sehen war, da es bei zu hoher Futterkonzentration
schnell zu einer Eutrophierung des Mediums und damit zu rascher Algen-
bildung kommt. Sobald Algen auftraten (in der Regel nach 3-5 Tagen) wur-
den die Rotatorien abgefiltert und in frisches Seewasser umgesetzt (Linde-

mann, 1998).

Um Tiere mit leerem Verdauungstrakt fiir die Untersuchung der Nahrungs-
passage bereitzustellen, wurde das Kulturmedium abgefiltert und die Rader-
tiere liber Nacht (16-18 Stunden) in Seewasser ohne Nahrungspartikel
gehalten.

2.5.2 Entnahme der Rédertiere

Fiir die Versuchsanséitze entnahmen wir die Rotatorien direkt aus dem
Zuchtbecken oder aus den ,,Hungerbecken®, bevorzugt aus den Ecken, da
dort deren Dichte besonders hoch war. Zur orientierenden Zahlung wurden
20 pl der Rotatorien-Suspension auf einen Hohlschliff-Objekttriager gegeben
und auf dunklem Hintergrund bei seitlicher Beleuchtung unter der Stereolu-
pe (VergroBerung 12x) ausgezéhlt (Kleinow, Praktikumskript, unverdffent-
licht). Die Rotatorienzahl sollte dabei zwischen 200-700 Rotatorien/ml lie-
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gen. War die Rotatorien-Dichte zu gering, wurde sie mit Hilfe einer Filter-

apparatur (Abb. 1, S. 9) erhoht (Lindemann & Kleinow, 2000).

253 Beobachtung lebender Ridertiere

Um den Verdauungsvorgang eines einzelnen Tieres kontinuierlich zu beo-
bachten, befestigten wir ein Réadertier mit Hilfe einer biegsamen Pyrex-
Glaskapillare (Neuhoff, 1973) an einem Mikromanipulator (Lindemann,
1998). Mit Hilfe einer Injektionsspritze wurde ein Unterdruck erzeugt, der
den caudalen Teil des Rédertier-Panzers an die 40-50 um groBe Offnung der
Kapillare saugte. So lief3 sich ein Individuum innerhalb eines mit Seewasser
gefiillten 1-ml-Objekttrager-Aufsatzes nach Belieben bewegen, ohne dass
dessen Cilienbewegung gestort wurde (Abb. 2). Nach Zugabe von Partikeln
wurden die Vorgdnge im Verdauungstrakt des Rédertieres durch ein Wilo-
vert-(Umkehr-)Mikroskop beobachtet. (In dem kleinen Volumen des Beo-
bachtungsaufsatzes befanden sich neben dem so festgehaltenen Ridertier
noch eine gewisse Anzahl weiterer Tiere, die nach wie vor frei umher-

schwammen.)

Eine weitere Mdglichkeit zum Immobilisieren lebender Tiere auf einem
Objekttrager bestand darin, sie zwischen Deckglas und Objekttrager einzu-
klemmen. Durch Zugabe von Wattefiden oder Haaren wurde einerseits ein
Quetschen der Tiere vermieden, andererseits konnte dadurch auch deren
Bewegungsfreiheit soweit eingeschriankt werden, dass eine Beobachtung der
Nahrungspassage bei hoher VergroBerung moglich war. Das Austrocknen
der Rotatorien wurde durch gelegentliches Zugeben von Medium verhin-

dert.
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Abb. 2: Anordnung zur Beobachtung einzelner Tiere {iber einen ldngeren Zeitraum. Die

mit Hilfe einer Pyrex-Glaskapillare (<—= ) festgehaltenen Tiere werden durch ein In-
versmikroskop im Fiitterungsmedium beobachtet. Die Glaskapillare wird durch einen Mik-
romanipulator gehalten und gefiihrt. Mit Hilfe einer 2 ml Spritze wird der Unterdruck in der
Haltekapillare kontrolliert C——>). 1 = Mikromanipulator, 2 = Objekttriger mit 1 ml
Aufsatz.
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2.54 Immobilisieren von Riadertieren mit Na-Dithionit

Um groflere Anzahlen von Rédertieren mikroskopisch zu untersuchen, wur-
den die Tiere mit Na-Dithionit immobilisiert. Es wurden 500 pl rotatorien-
haltiges Medium in ein Eppendorf-Reaktionsgefdl mit 500 pl Na-Dithionit
(40 mg/ml) eingespritzt. Die Rédertiere sinken nach der Behandlung in vol-
lig ausgestrecktem Zustand auf den Boden des Gefif3es ab.

Zur Bestimmung der Gesamtzahl der Tiere und der Zahl der Tiere mit ge-
fiilltem (rotgefarbtem) Verdauungstrakt, wurden, je nach Konzentration der
Rédertiere, 20-100 pl aus dem Gefdll auf einen Hohlschliffobjekttrager pi-
pettiert.

255 Herstellung des Auflosungspuffers

Die Herstellung des von Kleinow et al. (1991) entwickelten Auflosungspuf-
fers geschah folgendermal3en:

In 2 ml Aqua dest. wurden 0,18 M SDS und 0,03 M Ammoniumhydrogen-
carbonat geldst (pH 8). Vor Versuchsbeginn wurde noch 0,04 g DTT zur
Losung hinzugefiigt.
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2.6 Vorbereitung der Erythrozyten

2.6.1 Gewinnung der Erythrozyten

Zur Gewinnung von menschlichen Erythrozyten wurde, nach Hautdesinfek-
tion und Anstechen mit einem sterilen Hamostilett, Kapillarblut aus der Fin-
gerbeere in heparinisierte HadmatokritrOhrchen aufgenommen. Aus den
Rohrchen wurden 20-150 pl Vollblut enthommen und in 10 ml Seewasser
suspendiert (Stammsuspension).

In diesem fiir die Erythrozyten hyperosmotischen Medium geht die bikon-
kave Scheibenform normaler S&uger-Erythrozyten in die ,,Stechapfelform®
(Echinocyt) iiber. Dies beeintrichtigte jedoch weder die photometrische
Bestimmung der Erythrozytenkonzentration noch die Aufnahme der Blut-

zellen durch die Rédertiere.

Blut von Rindern und Schafen wurde vom Schlachthof Koéln beschafft.
Nach Zusatz von 40 mg Heparin/l waren diese Proben (bei Lagerung auf
Eis) etwa eine Woche verwendbar. Die Herstellung der Stammsuspensionen

geschah sinngemal, wie oben beschrieben.

2.6.2 Ermittlung von Kalibriergeraden

Die Dichte der Erythrozyten in den Versuchsansitzen wurde durch Messung
ihrer Streulicht-Extinktion bei 630 nm in einem Beckman DU® 640 Spectro-
photometer verfolgt. Als anderes Mal} fiir die Aufnahme der Erythrozyten
durch die Rotatorien diente die bei 420 nm messbare Extinktion, die sich
aus der Absorption des Hédmoglobins und einem Streulichtanteil der Ery-
throzyten zusammensetzt. Dieses fiir Himoglobin charakteristische Extink-
tionsmaximum, die sogenannte ,,Soretbande®, zeigte sich sowohl bei Ery-
throzyten als auch (entsprechend erhdht) bei freigesetztem Blutfarbstoff
(Discher, 2000).
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Zur Umrechnung der Extinktion in Erythrozytenzahlen wurden Kalibrierge-
raden ermittelt. Dies geschah so, dass bei verschiedenen Verdiinnungen der
Erythrozyten-Stammsuspension in Seewasser die Absorption bei 630 und
420 nm gemessen wurde. Parallel dazu wurden die Erythrozyten mittels

einer Blutzahlkammer nach Neubauer ausgezihlt.

2.6.3 Fixierung von Erythrozyten mit Glutardialdehyd

Fiir einige Untersuchungen wurden Erythrozyten mit 0,05% bis 0,5% Glu-
tardialdehydlosung fixiert.

Herstellen der Glutardialdehydlosung (Bing et al., 1967):

- 10 ml einer 0,15 M Na,HPO4-Losung (pH 8,2) wurden mit 50 ml
Aqua dest. und 90 ml 0,9% NaCl-Losung gemischt.

- 0,05-0,5 ml 25% (technischer) Glutardialdehyd-L&sung wurden mit
25 ml der obigen Mischung vermengt und auf 0 °C abgekiihlt.

Zur Fixierung wurden frische Erythrozyten abzentrifugiert (10 min bei 5000
Upm) und dreimal mit 0,9 prozentiger NaCl-Losung gewaschen. Die ge-
packten Zellen wurden auf Eis bis auf 4 °C abgekiihlt. Pro ml gepackter
Zellen kamen 100 ml der Glutardialdehydlésung hinzu. Die Losung wirkte
15 min bei 4 °C auf die Zellen ein.

Die fixierten Zellen wurden abzentrifugiert (10 min, 5000 Upm) und mit der
zehnfachen Menge 0,9 prozentiger NaCl-Losung dreimal gewaschen. Die
fixierten Erythrozyten konnten als 30 prozentige Suspension in NaCl-
Losung bei 4 °C mindestens 4 Wochen aufbewahrt werden. Als Bakterio-
statikum wurde Merthiolat in einer Endkonzentration von 1:10 000 (w/v)

zugesetzt.
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2.6.4 Erythrozyten-Ghosts

2.6.4.1 Priparation von FITC-Albumin (Wi}ling, 1988 und
Johnson & Halborow, 1986)

Um zu verhindern, dass Fluoreszenzfarbstoff aus den Ghosts herausdiffun-
dierte, wurde er an Proteine gebunden:

0,5 M alkalischer Puffer (pH 9,5) wurde durch Zufiigen von 5,8 ml einer 5,3
prozentigen Na,COs-Ldosung zu 10 ml einer 4,2 prozentigen NaHCO;-Lo-
sung bereitgestellt.

50 mg Albumin wurden in 4,5 ml 0,9 prozentigen NaCl-Losung aufgenom-
men und 0,5 ml des alkalischen Puffers hinzugefiigt, nach gutem Durchmi-
schen wurden 1,5 mg FITC zugegeben und die Losung fiir 2 h bei 22-25 °C
geriihrt.

Diese Mischung dialysierte {iber Nacht gegen 4 1 physiologische Kochsalz-
Losung in einer Dialyse-Wippe. Der fertige Fluoreszenz-Protein-Komplex

wurde kiihl und dunkel aufbewahrt.

2.6.4.2 Losungen
Waschldsung: 0,9% NaCl-Losung
hyposmotischer Puffer: 5 mM MgSO4-Losung
Waschpuffer: 160 mM KCI/5 mM HEPES-Losung,

pH 7,4

Alle Losungen wurden fiir die Préparation der Ghosts auf ca. 4 °C gekiihlt.

2.6.4.3 Herstellung unbeladener und beladener Ghosts

Frisches heparinisiertes Sdugerblut (Schaf oder Rind) wurde 10 min mit
5000 Upm bei 4 °C zentrifugiert. Nach Dekantieren des Plasmaiiberstands

und der oberen leukozytenhaltigen Schicht der Zellsdule wurde das Sedi-
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ment aus Erythrozyten in 0,9 prozentiger NaCl-Losung resuspendiert und
erneut 10 min mit 5000 Upm zentrifugiert. Dieser Waschvorgang wurde
zweimal wiederholt.

Das Feuchtvolumen der gewaschenen Erythrozyten wurde mit dem zwan-
zigfachen Volumen einer 5 mM MgSO,4-Losung vermischt und 15 min unter
Kiihlung auf Eis geriihrt. Die hyposmotische Sulfatldsung fiihrte zum Off-
nen der Erythrozytenmembran (hdmolytischer Schock) und zum Auslaufen
von Hamoglobin und anderen Erythrozyten-Inhaltsstoffen.

Durch Abzentrifugieren (10 min, 5000 Upm) und dreimaliges Waschen mit
KCI-HEPES-Puffer wurde das Himoglobin entfernt.

Das Sediment wurde nach der letzten Zentrifugation in 1-2 ml KCI-HEPES-
Puffer geldst und in Portionen von 500 pl in Eppendorf-Gefaf3e tiberfiihrt.
Sollten die (zu diesem Zeitpunkt noch offenen) Ghosts beladen werden,
dann wurde zu jedem Eppendorf-Gefdl 500 pl Albumin-Losung (unmar-
kierte Ghosts) bzw. FITC-Albumin-Losung (markierte Ghosts) hinzugefiigt
und die Mischung fiir 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte so-
wohl fiir die unbeladenen als auch fiir die beladenen Ghosts eine 50-
miniitige Inkubation bei 37 °C, unter gelegentlicher Durchmischung der
Proben. Wihrend dieses ,resealing™ (Miiller & Paul, 1997 und Peters et al.,
1991) lieBen sich Farbstoffe bzw. fluoreszenzmarkierte Proteine in die
Ghosts einschliefen.

Die nun wieder verschlossenen Erythrozyten-Ghosts wurden nach Ablauf
der Inkubationszeit in einer Eppendorf-Zentrifuge abzentrifugiert und tiber-
schiissiges Albumin bzw. FITC-Albumin durch dreimaliges Waschen mit

physiologischer Kochsalzlésung entfernt.
Das Sediment des letzten Zentrifugationsschrittes wurde in 200 pl 0,9 pro-

zentiger NaCl/Chloramphenicol-Losung (1 mg Chloramphenicol/ml NaCl-

Losung) aufgenommen und bei 4-8 °C gelagert.
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2.6.4.4 Glutardialdehyd-fixierte Ghosts

Die Priparation der beladenen Ghosts und ihre Fixierung erfolgte wie in den
Abschnitten 2.6.3 und 2.6.4 beschrieben, wobei die Glutardialdehyd-
Losung, ohne vorheriges Waschen, zu den préparierten und gekiihlten

Ghosts gegeben wurde.
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2.6.5 Herstellung der gepufferten Medien fiir die Fiitterungs-

ansitze

Tris/HCI wurde mit 0,25 M Saccharose in Aqua dest. gelost und der pH-
Wert mit 5 N HCI auf 7,8 justiert. Nach Einstellung des pH-Wertes wurde
mit Aqua dest. auf das Endvolumen aufgefiillt.

TRA, Citrat und MES wurden in Seewasser angesetzt und der pH vor Auf-
fiillen auf das endgiiltigen Volumen mit 5 N NaOH am pH-Meter auf 7,8

eingestellt.

2.6.6 Fiitterungsansitze

Fiir alle Versuche wurden Rotatorien aus den Zuchtbecken entnommen und
nach Abfiltern der Algen in frischem Seewasser oder dem entsprechenden
Puffer-Medium aufgenommen. Nach orientierendem Auszédhlen der Rider-
tiere wurden diese Stammansitze auf die gewiinschten Dichten eingestellt.
Jeweils 60 ml der Rotatorien-Suspension wurden in ein Becherglas (100 ml)
gegeben. Um repréisentative Erythrozyten-Proben ohne Rotatorien zu erhal-
ten, wurde ein Filterkorbchen entsprechender Maschenweite in die Ver-
suchslosung eingehingt. Das Filterkorbchen bestand aus 1-2 , Tissue
Baskets* (Plano GmbH, Wetzlar; Maschenweite 75 pm) mit ausgeschnitte-
nem Boden. Diese ,,Reifen” wurden auf ein weiteres ,,Tissue Basket* ge-
klebt. So entstand ein Filterkorbchen mit einem Durchmesser von
ca. 1,4 cm und einer Lénge von 4-6 cm, aus dem radertierfreie Proben ent-
nommen werden konnten (Abb. 3). Nach Einhdngen des Korbchens in die
Versuchslosung wurden 4 ml Erythrozyten-Stammsuspension pro Rotato-
rienansatz hinzugefiigt. Die Konzentration der Erythrozyten im Ansatz lag
zwischen 1-10° und 6-10° Zellen/ml. Die Fiitterungsversuche wurden bei
Raumtemperatur in einem Zeitraum von 60-80 min durchgefiihrt. Einzelne

Langzeituntersuchungen dauerten bis zu 420 min.
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Probenentnahme

Filterkorbchen

> Rader-

tiere

Erythrozyten

Abb. 3: Schematische Darstellung der Probenentnahme:
Fiir die photometrischen Messungen pipettiert man die Probe aus einem Filterkorbchen, das
fiir Erythrozyten, aber nicht fiir die Rotatorien zugénglich ist. Dies wurde durch Verkleben

von 2-3 ,,Tissue Baskets* (Maschenweite 75 um, Plano GmbH Wetzlar) erzielt.

In der ersten Stunde wurde alle 5-10 min, im weiteren Versuchsverlauf nur
noch alle 20-30 min eine Probe entnommen. Bei den Probenentnahmen
wurden 2 ml aus dem Filterkorbchen in eine Kiivette pipettiert. Um zu ge-
wiéhrleisten, dass die Suspension im Filtereinsatz in etwa der Konzentration
der Erythrozyten bzw. des freigesetzten Himoglobins im umgebenden Me-
dium entsprach, wurde vor jeder Probenentnahme der Inhalt des Filter-

korbchens mehrmals mit Hilfe einer Pipette in das Aulenmedium iiberfiihrt.
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Dadurch konnten Erythrozyten und freies Himoglobin aus dem umgeben-
den Medium in den Filtereinsatz einstromen.

Die Extinktion der Probe wurde bei 630 und/oder 420 nm bestimmt. Sollte
zusétzlich die Menge an geldstem Hédmoglobin bestimmt werden, wurde
anschlieend der Inhalt der Kiivette abzentrifugiert (2 min, 4000 Upm) und

im Uberstand die Extinktionen erneut bestimmt.

Zur Ermittlung des Anteils an Tieren mit rot gefiarbtem Verdauungstrakt
wurden zu den Zeitpunkten der Probenentnahme zusitzlich noch 500 pl
radertierhaltiges Medium auflerhalb des Filter-Kompartiments entnommen

und in 500 pl Na-Dithionit (40 mg/ml) iiberfiihrt.

Die Fiitterungsversuche mit fixierten Erythrozyten bzw. mit Erythrozyten-
Ghosts wurden grundsétzlich ebenfalls nach obigem Schema durchgefiihrt.
Da jedoch aufgrund der Préparationsschritte eine viel geringere Probenmen-
ge zur Verfiigung stand, wurden kleinere Ansétze vorbereitet (z.B. 5 ul
Glutardialdehyd-fixierte Erythrozyten zu 200 pul Rédertierkonzentrat). Um
tierfreie Proben entnehmen zu konnen, wurden die Rotatorien mit einer
kleinen Filterapparatur (dhnlich Abb. 1, Volumen 5 ml, Beschreibung siche
2.3, S. 8) mit einem Gaze-Stempel zusammengeschoben und der Uberstand,
der dann keine Rotatorien enthielt, sondern nur Erythrozyten und andere

kleine Partikel, abpipettiert.
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2.7 Vorbereitung der Hefezellen

271 Herstellung der Hefesuspension

0,5 g Béckerhefe (Saccharomyces cerevisiae) wurden in 100 ml Seewasser

geriihrt, bis die Hefe gleichmifBig verteilt war.

2.7.2 Herstellung des Phosphatpuffers nach Serensen

0,2 M Phosphatpuftfer pH 7,0 wurde durch Zusammengeben von 30,5 ml
einer 0,2 M Na,HPO4-L6sung und 19,5 ml 0,2 M NaH;PO4-Losung herge-
stellt. Einen 0,067 M Serensen-Puffer erhielten wir durch Verdiinnen von

6,7 Teilen des Puffers mit 13 Teilen Aqua dest. (Dawson et al., 1969).

2.7.3 Herstellung des Kaliumphosphat-Puffers

KH,PO4 (0,05 M) wurde in Aqua dest. angesetzt und mit KOH auf pH 7

eingestellt.

2.7.4 Anfarben der Hefezellen mit Indikator-Farbstoff

Anstelle der von Klaus Kiihle (1983) verwendeten Hefezellen aus "Preis
Microplan" kam frische Béackerhefe zum Einsatz, so dass der erste Zentrifu-
gationsschritt entfallen konnte. Es wurden folgende Schritte zum Anférben

der Hefezellen mit Indikator-Farbstoff durchgefiihrt:

- Suspendieren von 250 mg frische Béackerhefe in einem Reagenzglas
in 5,0 ml eines 1/15 M Phosphat-Puffers (Serensen) pH 7,0.
- Zufligen von 25 mg Bromthymolblau (Indikatorbereich pH 6,0-7,8;

Farbumschlag von gelb (sauer) nach blau (basisch)) oder Brom-
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phenolblau (Indikatorbereich pH 3,0-4,6; Farbumschlag von gelb
nach blau).

- Erhitzen der Suspension fiir 60 min im Wasserbad auf 100 °C (re-
gelmiBig mit Glasstab umriihren und zur Vermeidung von Verduns-
tungsverlust mit einer Glaskugel abdecken).

- Umfiillen der abgekiihlten Suspension in ein Corex-Zentrifugenglas
und 10 min Zentrifugation bei 800xg (Kiihlzentrifuge).

- Verwerfen des Uberstands und Resuspendieren des Sediments in
10 ml Sgrensen-Puffer (diesen Waschvorgang dreimal wiederholen).

- Aufnahme der Hefezellen in 10 ml Serensen-Puffer (ca. 107 Zel-
len/ml).

- Ermitteln der Hefezelldichte durch Auszdhlen (Zadhlkammer nach

Neubauer).

Im Vorfeld einer Fiitterung oder vor einer Behandlung mit Lyticase, wurden
die Hefezellen von iiberschiissigem Farbstoff befreit. Dies geschah unter
Zugabe von jeweils 2 ml der Suspension auf eine Transwell-Clear-
Polyestermembran (CORNING COSTAR GmbH, Bodenheim; Porengrofe
0,4 pm). Mit einer Vakuumpumpe wurde mindestens sechsmal mit 5 ml
Aqua dest. gespiilt. Die Hefezellen wurden nach dem Spiilen mit ca. 2-3 ml

Seewasser oder Puffer vom Filter abgespiilt und in die Losung tiberfiihrt.

Durch anschlieBende Inkubation der gewaschenen Zellen fiir 20—60 min in
einem 30 °C Wasserbad und erneutes Erhitzen auf 100 °C (10 min) wurde
eine ausgeprigte Farbung erreicht. Die so gewonnenen, intensiv gefdrbten
Hefezellen konnten gut verschlossen fiir ca. 4 Wochen bei 4-8 °C autbe-

wahrt werden.

27



Material und Methoden

2.7.5 Herstellung von Hefe-Sphiroblasten
Da bei ungefirbten Hefezellen lichtmikroskopisch keine Unterschiede zwi-
schen unbehandelten oder durch Lyticase angedauten Zellen zu erkennen

waren, wurden im Folgenden nur gefarbte Hefezellen verwendet.

Inkubationsansatz A (nach VrSanska et al., 1977):

200 pl einer Hefezellsuspension (Zellen mit Bromthymolblau gefarbt) wur-
den in 10 ml Lyticase-Ansatz (3 mg Lyticase/10 ml 0,05 M Phosphat-
Puffer, pH 7,0) bei 30 °C im Wasserbad fiir 20, 60 oder 120 min inkubiert.
Proben von je 1 ml wurden nach der Inkubation fiir 10 min im 100 °C Was-
serbad erhitzt. Bis zum Einsatz im Versuch wurden die Zellen gut ver-

schlossen bei 4-8 °C aufbewahrt.

Inkubationsansatz B (nach Vr$anska et al., 1977):

1 ml einer Hefezellsuspension (Zellen mit Bromphenolblau gefarbt) wurde
mit 1 ml Lyticase-Ansatz (1,5 mg in 5 ml Seewasser) in einem 30 °C Was-
serbad flir eine Stunde inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben fiir
10 min in einem 100 °C Wasserbad erhitzt. Diese Zellen wurden ebenfalls

bei 4-8 °C aufbewabhrt.

2.7.6 Fiitterungsansiitze

Zu 0,2 ml algenfreiem, konzentriertem réddertierhaltigen Medium kamen
0,02 ml Hefe bzw. Zellen nach Protoplastenpraparation hinzu. Zu verschie-
denen Zeiten wurden jeweils 0,02 ml aus dem Ansatz entnommen und auf
einen Objekttrager gegeben. Um ein Zerquetschen der Tiere zu verhindern,
wurde zusétzlich ein Haar zwischen Objekttrager und Deckgldschen einge-

klemmt.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Mikroskopische Untersuchung von Partikelauf-
nahme und Nahrungspassage durch den Ver-
dauungstrakt

3.1.1 Zeitverlauf von Verdauungsvorgingen

Der Ablauf der Nahrungsaufnahme und -passage bei B. plicatilis wurde fiir

den Fall von Hefezellen bereits beschrieben (Kiihle, 1983). Diese Beobach-

tungen konnten mit allen hier verwendeten Partikeln in gleicher Weise und

auch bei Tieren, die an der Pyrex-Glaskapillare befestigt waren (siche 2.5.3,

S.
1.

15), bestitigt werden:
Das Réderorgan strudelt Partikel herbei, die Cilien des Buccaltubus be-
fordern sie weiter zum Mastax. Dies ldsst sich bereits innerhalb weniger

Sekunden nach Partikelzugabe beobachten.

. Im Mastax erfolgt eine mechanische Bearbeitung der eingestrudelten

Partikel. Diese werden danach durch den Osophagus in den Magen wei-
tergeleitet. Unfixierte Erythrozyten werden im Mastax zerstort. Nach 10-
20 Sekunden ist eine leichte Rotfiarbung des Magens durch das freige-
setzte Himoglobin erkennbar (Abb. 4a).

. Ist der Magen nach ca. 2 min gut gefiillt, 6ffnet sich ein Sphinktermuskel

zwischen Magen und Intestinum, und etwa 1/3 des Mageninhalts wird in
den Darm weitergeleitet. Die Trennung der beiden Teile des Verdauungs-

traktes ist dann voriibergehend aufgehoben (Abb. 4b).

. Der Sphinkter schlie3t sich, beide Verdauungsorgane sind deutlich sicht-

bar abgegrenzt und gefiillt (4c). Der Inhalt des Intestinums wird durch
die auf seiner Wand befindlichen Cilien stindig durchmischt. Die nach
12-17 Minuten erfolgende Darmentleerung kiindigt sich durch verstirkte
Rotation des Darminhalts an. Meist wird der gesamte Intestinuminhalt
durch den Anus ausgestoen und driftet, unterstiitzt durch das Schlagen
des FiiBchens, auseinander (Abb. 4d). Das leere Intestinum fiillt sich so-

fort wieder, solange Brachionus ununterbrochen Nahrung aufnimmt.
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Abb. 4a-d: Aufnahme und Weiterleitung von Erythrozyten im Verdauungstrakt von

B. plicatilis. Typischer Ablauf nach Zugabe von Erythrozyten zum Zeitpunkt 0, beobachtet

an einem Ridertier, dass durch Ansaugen an der Offnung einer Pyrex-Glaskapillare fest-

gehalten wurde. Bei dieser Vergroflerung war es nicht moglich das gesamte Tier im Focus

zu fotografieren. Aufgrund der Bewegung der Tiere im Medium mussten kurze Belich-

tungszeiten mit groler Blende gewihlt werden. Kalibrierungsbalken = 100 pm.

a) Nach 10-20 Sekunden wird eine leichte Rotfarbung des Magens sichtbar.

b) Nach 180 Sekunden ist der Magen deutlich gefiillt und eine erste Farbung des Intesti-
nums erkennbar.

¢) Nach 15 Minuten sind Magen und Intestinum intensiv rot gefarbt.

d) Nach 17 Minuten wird der Inhalt des Intestinums durch den Anus ausgestof3en.

Die auf den ersten Vorgang folgenden Passageprozesse liefen in der Regel
beschleunigt ab, so dass die nidchste Darmentleerung dann schon nach 10

Minuten erfolgte.

Bei allen verwendeten Sauger-Erythrozyten (Mensch, Rind und Schaf) wa-
ren im Fédzes nur noch Membranbruchstiicke und die aus dem freigesetzten
Hamoglobin bestehende rote Farbwolke erkennbar, die sich rasch im Medi-

um verteilte. Bei einzelnen, bei der ersten Darmentleerung noch sichtbaren,
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zelluldren Strukturen, handelte es sich anscheinend um restliche Algen- oder
Hefezellen, die mit dem Hémoglobin aus dem Verdauungstrakt gespiilt

wurden.

Gab man Hefezellen in den Fiitterungsansatz, so wurden diese zwar auch
ohne weiteres von den Rotatorien aufgenommen, doch sind hier im Magen
und Intestinum eindeutig zelluldre Partikel zu erkennen (siehe Abb. 27, S.
99). Die Zellen waren auch noch in den Ausscheidungen enthalten. Damit
bestidtigt sich die von Klaus Kiihle (1983) gemachte Beobachtung, dass He-
fezellen von den Ridertieren aufgenommen und rasch durch den Ver-
dauungstrakt geschleust werden. Ein mechanischer Aufschluss ist dabei
nicht erkennbar.

Obwohl lichtmikroskopisch keine Unterschiede zwischen frischen Hefezel-
len und den bereits ausgeschiedenen zu sehen waren, nimmt B. plicatilis nur
solche Hefezellen auf, die den Darmkanal noch nicht passiert hatten. Im
Verlauf der Inkubation wurde eine immer groBere Anzahl von Hefezellen
am Riderorgan abgewiesen. Anscheinend besitzen die Tiere sensorische
Strukturen im Bereich des Strudelapparates, die bereits ,,verdaute® Nahrung
erkennen und deren erneute Aufnahme verhindern (Kiihle, 1983; DeMott,
1986; Snell, 1998). Die bei anderen Rédertier-Arten beschriebenen Ab-
wehrmechanismen (Gilbert & Starkweather, 1977 und Hino & Hirano,
1984) gegen den Einstrom von zu groflen Partikeln, konnten auch bei B.
plicatilis beobachtet werden. Bereits ausgeschiedene Partikel wurden, eben-
so wie zu grofle Partikel (z.B. Hefezell-Aggregate), durch Querlegen der
medial angeordneten Cilien des Réderorgans abgewehrt oder durch Umkeh-
rung des Cilienschlages aus dem Buccalfeld entfernt. Durch Umkehr der
Kieferbewegung konnten kleinere Partikel, die bereits mit dem eingestrudel-
ten Medium bis in den Pharynx vorgedrungen waren, wieder aus dem

Bereich des Mastax ausgestoflen werden.

Da eine lichtmikroskopische Untersuchung der Verdauungspassage unge-
farbter Hefezellen nur bei starken Vergroferungen moglich war, wurden die
Zellen fiir weitere Untersuchungen mit den Farbstoffen Bromthymolblau

bzw. Bromphenolblau angefarbt.
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Eine weitere Methode zur lichtmikroskopischen Untersuchung der Verdau-
ungsvorginge ergab sich durch den Einsatz von beladenen Erythrozyten-
Ghosts. Da Erythrozyten ohne weiteres von den Rédertieren eingestrudelt
werden, ist dies auch bei Erythrozyten-Ghosts, also bei himoglobinfreien

membranumhiillten Strukturen zu erwarten.

Durch Befiillen mit dem an Albumin gekoppelten Fluoreszenz-Farbstoff
FITC war mit diesen Ghosts eine Untersuchung der Nahrungsaufnahme und
Weitergabe unter dem Fluoreszenz-Mikroskop moglich.

In der Suspension auBerhalb der Rotatorien sind die FITC-Albumin belade-
nen Ghosts als deutlich voneinander getrennte, stark fluoreszierende Kugeln
zu erkennen. Die Rédertiere nehmen die Ghosts auf und leiten sie in den
Mastax. Dort erfolgt der mechanischen Aufschluss und im Magen wird eine
diffus verteilte intensive Fluoreszenz sichtbar, die nach wenigen Minuten
auch auf das Intestinum tibergeht (Abb. 5).

Nach Darmentleerung verteilen sich im Medium noch schwach fluoreszie-
rende Nahrungsreste. Werden alle Partikel aus dem Medium entfernt, so ist
die in Magen und Intestinum freigesetzte Fluoreszenz noch iiber 2 Stunden
sichtbar. Wie sich durch weitere Untersuchungen herausstellte (sieche 3.2.5,
S. 116), handelt es sich bei dieser Restfluoreszenz um bereits in die Magen-

zellen resorbiertes fluoreszierendes Material.

Aufgrund der schnellen Schiadigung der Tiere durch die UV-Strahlung war
die kontinuierliche Untersuchung eines Individuums nicht méglich, daher
mussten verschiedene Tiere des gleichen Fiitterungsansatzes nach unter-
schiedlichen Inkubationszeiten untersucht werden. Aus diesem Grund liefl
sich der genaue Zeitablauf der einzelnen Verdauungsschritte nicht bestim-

men.

Farbstoffe, die kein UV-Licht zur Anregung brauchen, standen aus techni-
schen Griinden nicht zur Verfiigung, u. a. da die Anregungswellenlédngen im
verwendeten Mikroskop die Wahl der Farbstoffe einschrinkten. Eine Kopp-
lung anderer Fluorochrome an Protein oder die Beladung der Erythrozyten-

Ghosts mit freien Fluoreszenzfarbstoffen war nicht erfolgreich.
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Falls derartige Probleme gelost werden konnten, wire der Einsatz von
Ghosts, die mit fluorogenen Enzym-Substraten befiillt wurden, flir weiter-
gehende Untersuchungen denkbar. So konnte diese Methode eingesetzt

werden, um z.B. Enzyme im Verdauungstrakt zu lokalisieren.

Abb. 5a-b: Hellfeld- und Fluoreszenzfotografie eines Radertieres 5 min nach Fiitterung mit
Ghosts, die mit FITC-markiertem Albumin gefiillt waren (Kalibrierungsbalken = 50 pm).
Zu 500 pl rédertierhaltigem Medium wurden 50 pl einer Suspension mit FITC-Albumin-
Ghosts gegeben. Nach fiinfminiitiger Partikelaufnahme wurden die Rotatorien, durch
mehrmaliges Spiilen iiber einem 16 um Nylonfilter, von freien Fluoreszenz-Ghosts befreit
und eine Tierprobe auf einen Objekttrager mit Deckglaschen iiberfiihrt.

a) Fluoreszenzbild, b) zur Lokalisation der Fluoreszenz im Verdauungstrakt wurde Bild a

invertiert und iiber eine Hellfeldaufnahme des gleichen Tieres gelegt.
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3.1.2 Einfluss verschiedener Parameter auf den Verdauungs-

prozess

Die bei der Beobachtung von einzelnen Ridertieren ermittelten Passagezei-
ten lagen zwischen 10 und 25 min. Wie bereits bei der kontinuierlichen
Beobachtung von Einzeltieren festgestellt, verlaufen die auf die erste Passa-
ge folgenden Durchgénge in der Regel schneller. In weiteren Versuchen mit
festgelegten und frei schwimmenden Tieren wurde gepriift, welche Parame-

ter die Verdauungspassage sonst noch beeinflussen.

Zur Untersuchung groferer Tierpopulationen wurde wihrend der bis zu 4
Stunden dauernden Beobachtung, alle 15-30 min mit einer Pipette 500 pl
rotatorienhaltige Probe entnommen. Diese Proben wurden in 500 pl Na-
Dithionit gespritzt und die darin enthaltenen Rédertiere ausgezihlt. So
konnte sowohl die Gesamtzahl der Tiere, als auch die Verteilung und Inten-

sitdt der Rotfarbung ermittelt werden (siehe 2.5.4, S. 17).

3.1.2.1 Erndhrungszustand der Ridertiere

Es wurde gepriift, ob der Erndhrungszustand Einfluss auf die Geschwindig-
keit der Nahrungsaufnahme und —weiterleitung haben konnte. Hierzu
dienten Fiitterungsversuche mit ,,Hungertieren* (2.5.1, S. 14). Rotatorien,
die bis zu 48 Stunden kein Futter erhielten, wurden mit (gefiitterten) Tieren
aus den Zuchtbecken verglichen. Wurden die Tiere bei konstanter Tempera-
tur von 25 °C und ausreichender Sauerstoffzufuhr gehalten, zeigten sich
kaum Unterschiede im Fressverhalten. Vereinzelt hatte es den Anschein, als
ob die ungefiitterten Rotatorien die Erythrozyten schneller aufndhmen. Dies
konnte allerdings auch daran gelegen haben, dass aufgrund des leeren Ver-
dauungstraktes die Rotfarbung besser zu erkennen war. Im Durchschnitt
verliefen die Verdauungsvorgénge aber in den oben beschriebenen Zeitrdu-

men.
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In Tab. 1 sind die Ergebnisse von Fiitterungsversuchen mit festgelegten Ra-
dertieren zusammengefasst. Die an einer Mikrokapillare befestigten Tiere
wurden in Seewasser mit Erythrozyten gefiittert und die Aufnahme und

Weitergabe der Blutzellen mikroskopisch verfolgt.

Tab. 1: Auswirkung des Ernihrungszustands der Ridertiere auf dic Aufnahme und
Weiterleitung von Erythrozyten. Nach Festlegung eines Rédertieres wurden 100 ul Ery-
throzyten-Stammsuspension (20 pl menschliches Blut in 10 ml Seewasser) in 500 pl Medi-
um pipettiert. In der Tabelle sind die Extremwerte der Ergebnisse von Fiitterungsversuchen

zusammengefasst (n = Anzahl der beobachteten Tiere).

Hungerzeit der |Zeit bis zur Zeit bis zur Rot- | Zeit bis zur
Tiere vor Ver- |Rotfiarbung des | firbung des Darmentleerung

suchsbeginn [h] |Magens [min] |Intestinums [min] | [min]

24 (n=5) 0,3-2,0 1,5-4,3 15,6-26,0
48 (n=2) 0,1-0,3 2,3-2,6 11,3-12,7
>48 (n=5) 10 n.b. 30-90

Tiere, die langer als 48 Stunden keine Nahrung erhalten hatten, zeigten da-
gegen deutliche Unterschiede. Die Aufnahme und Weiterleitung der
Nahrung war offensichtlich verlangsamt und erfolgte zunichst auch in klei-
neren ,,Portionen. Eine schwache Rotfiarbung des Verdauungstraktes war
erst nach 10 min zu erkennen und die erste Entleerung des Darms fand nach
30-90 min statt. Dies konnte so gedeutet werden, dass entweder bei steigen-
dem Bedarf an Nihrstoffen die Nahrungspartikel effektiver aufgeschlossen
und griindlicher verdaut werden oder aber, dass die Tiere nach einer derart
langen Hungerzeit geschidigt sind und dies nur langsam riickgdngig machen
konnen. Bei solchen Réidertieren hatte man mitunter auch den Eindruck, als

seien ithre Magendriisen kleiner als bei normal gefiitterten Tieren.
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3.1.2.2 Temperatur des Mediums

Ein anderer Faktor, der die Nahrungsaufnahme sicher beeinflussen kann, ist
die wihrend der Fiitterungsversuche herrschende Temperatur im Medium.
Neben Untersuchungen, die normalerweise bei 20-25 °C erfolgten, wurden
daher auch Versuche bei 0 °C, 5 °C und 10-15 °C durchgefiihrt.

Fiir diese Fiitterungsansitze wurde das rotatorienhaltige Medium und die
hinzugefiigte Erythrozyten-Suspension auf die gewiinschte Temperatur ge-

bracht.

Bei 0 °C lagen alle Rotatorien regungslos am Boden des Gefédlles vor, die
meisten hatten ihr Raderorgan in den Panzer zuriickgezogen. Mastaxbewe-
gungen und damit Nahrungsaufnahme waren nicht zu erkennen. Wurde die
Probe aus dem Eiswasser entfernt, so nahm die Aktivitdt der Tiere mit stei-
gender Temperatur im Medium wieder zu. Je lédnger allerdings die
Rotatorien bei 0 °C gehalten wurden, desto langsamer erholten sie sich wie-

der und desto mehr Exemplare schienen permanent geschadigt zu sein.

Abbildung 6 zeigt die Ergebnisse von Fiitterungsansdtzen bei unterschied-
lichen Temperaturen. Bei 20-25 °C dauert es nur 5 min, bis nahezu 100%
der Rotatorien einen deutlich rot gefarbten Magen vorweisen. Bei 15 °C
haben nach 50 min erst 50% der Tiere einen rot gefdarbten Verdauungstrakt.
In dem 5 °C-Ansatz sind selbst nach 120 min noch 75% der Rédertiere
schwach oder gar nicht gefarbt und nur 25% zeigen eine deutliche Rotfar-
bung von Magen und Intestinum.

Bei einigen ungefédrbten Tieren war deutlich zu erkennen, dass Erythrozyten
in den Pharynx aufgenommen wurden, sich aber dort vor dem Mastax stau-

ten und nicht weitergeleitet wurden.
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Abb. 6: Prozentualer Anteil von Ridertieren mit rot gefirbtem Magen nach Fiitterung
mit menschlichen Erythrozyten bei Versuchstemperaturen von 20-25 °C (ein typischer
Verlauf, zum Vergleich siehe auch Abb. 20b, S. 70), 10-15 °C und 5 °C. Es wurden jeweils
10 ml Erythrozyten-Stammsuspension zu 50 ml Rédertier-Medium gegeben (Rédertierdich-
te: ca. 100-160 Tiere/ml).

(—e— 20-25°Cs—— 10-15°C;—+— 5°C)

Aus Abbildung 6 ist auch zu erkennen, dass bei 20-25 °C der prozentuale
Anteil der Ridertiere mit rot gefarbtem Magen ab 40 min wieder deutlich
sinkt. Dies ist so zu erkldren, dass unter diesen Bedingungen ab diesem
Zeitpunkt die Konzentration der Erythrozyten im Medium bereits so weit
reduziert ist, dass nicht mehr ausreichend Partikel fiir alle Tiere zur Verfii-
gung stehen (sieche auch Abb. 7 und 8, S. 39 und 41). Bei niedrigeren
Temperaturen ist die Aufnahmegeschwindigkeit dagegen so weit herabge-
setzt, dass eine Erschopfung des Nahrungsangebotes im beobachteten
Zeitraum nicht eintritt.

Wurde die Temperatur umgekehrt auf ca. 30 °C erhoht, so verlangsamte
sich auch in diesem Fall die Aufnahmerate und ein Teil der Tiere nahm kei-

ne Nahrung mehr zu sich.
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3.1.2.3 Partikeldichte

Ein weiterer Parameter, der Einfluss auf die Passagezeiten hat, ist die Kon-
zentration der Partikel im Medium. Mit steigender Erythrozyten-Konzen-
tration nimmt die Aufnahmegeschwindigkeit deutlich zu. Da die Nahrung
von den Rotatorien eingestrudelt wird, ist die Wahrscheinlichkeit, Erythro-
zyten aufzunehmen, bei hoherer Konzentration der Partikel groBer (Tab. 2).
Uberschreitet die Dichte der Erythrozyten/ml Medium allerdings einen Op-
timalwert (dieser ist abhéngig von der Art der verwendeten Erythrozyten),
so nimmt die Geschwindigkeit der Nahrungsaufnahme nicht weiter zu.
In diesem Fall kann mikroskopisch beobachtet werden, dass sich die Réder-
tiere nur mithsam durch das partikelreiche Medium bewegen und immer

wieder den Strudelapparat in den Panzer zuriickziehen.

Tab. 2: Erythrozytenaufnahme durch die Ridertiere in Abhiingigkeit von der Zell-
dichte im Medium. Unterschiedliche Verdiinnungen einer Erythrozyten-Suspension
wurden zu Ansétzen mit ca. 100 Rédertieren/ml gegeben. Die Abnahme der Erythrozyten-
dichte im Medium wurde durch Messung der Extinktion bei einer Wellenldnge von 630 nm
iiber 60 min verfolgt. Die Zahl der Erythrozyten/ml Medium wurde durch Multiplikation
dieser Extinktionen mit dem Faktor 13,2-10° (aus den Kalibriergeraden Tab. 4, S. 58) be-
rechnet. Mittels Division der Erythrozytendichte durch die Anzahl der Tiere wurde die

durchschnittlich von einem Rédertier pro Minute aufgenommene Zahl an Blutzellen er-

rechnet.
Anzahl der Erythro- Abnahme der Erythro- | Erythrozytenaufnahme
zyten/ml-10° bei Ver- zyten/min durch die Réidertiere
suchsbeginn [Erythrozyten-Rider-
tier-min™'|

2,2 18 000 180

1,1 13 000 130

0,4 8 500 69
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In Fiitterungsansitzen, die {iber mehrere Stunden beobachtet wurden (siche
Abb. 7), konnte gezeigt werden, dass die Partikelaufnahme und deren Ver-
weilzeit im Verdauungstrakt vom Angebot dieser Partikel im Medium
abhingt. Dies bestitigt die bereits von Kiihle (1983) gemachten Beobach-

tungen nach Fiitterung mit Hefezellen.

100

Radertiere mit rotem Magen [%)]

O rrrrrtrtr 1o rrrr1rr1 & rrrrr&r &1 &1t & T

0 100 200 300 I 400
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Abb. 7: Rotfirbung des Verdauungstraktes von B. plicatilis nach der Aufnahme von
Erythrozyten aus dem Medium. Zugabe von menschlichen Erythrozyten zu einem Rotato-
rienansatz zum Zeitpunkt 0 min (10 ml Erythrozyten-Suspension in 50 ml Rédertier-
Medium; 124 Tiere/ml Medium). Nach 358 min (Pfeil), nachdem der prozentuale Anteil
der rot gefiarbten Rédertiere stark abgenommen hatte, wurden erneut 10 ml Erythrozyten-

Stammsuspension hinzugefiigt.

Abb. 7 zeigt den typischen Verlauf des prozentualen Anteils an rot geférb-
ten Rédertieren in einem Fiitterungsversuch mit Erythrozyten. Die zum
Zeitpunkt 0 min geflitterten Tiere nehmen die Zellen rasch auf, so dass be-
reits nach 10 min 70% der Tiere einen deutlich gefiarbten Magen aufweisen.
Nach 30 min ist der Magen von iiber 90% der Rotatorien gefdrbt. Sinkt die
Konzentration der Zellen im Medium, so ldsst auch die Farbung des Ver-

dauungstraktes allmdhlich nach (sieche auch Abb. 8 und 9, S. 41 und 45).
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Nach 350 min fallt der Prozentsatz der Tiere mit intensiver Rotfarbung auf
ca. 5% ab. Gibt man zu diesem Zeitpunkt frische Erythrozyten ins Medium,
so steigt der Prozentsatz an Radertieren mit rotem Magen innerhalb von 30

min wieder auf 75% an.

Die Rotatoriendichte hatte in zweierlei Hinsicht Einfluss auf die Nahrungs-

aufnahme:

l. Je mehr Rédertiere/ml Medium vorlagen, desto mehr Partikel wur-
den eingestrudelt. Die Konzentration der Partikel im Medium nahm
also schneller ab.

2. Bei den festgelegten Tieren konnte bei sehr hohen Rotatoriendichten
im Beobachtungsgefdl zudem bemerkt werden, dass die Aufnahme-
rate abnahm. Bei Kontakt mit anderen Rotatorien wurde nédmlich
hdufig der Strudel-Apparat fiir einige Sekunden eingezogen und die

Nahrungsaufnahme unterbrochen.

In der Literatur sind Massenzuchten mit bis zu 4000 Tieren/ml beschrieben
(Chlorella Industry Co., Ltd., 1997). Dort wird jedoch nicht erwdhnt, in
welchem Mafe sich die hohe Tierdichte auf die Nahrungsaufnahme aus-

wirkt und/oder wie solche Stérungen verhindert werden konnen.

Nach Auswertung von insgesamt 12 Fiitterungsversuchen iiber je fiinf Stun-
den zeigte sich, dass die Zahl der Rotatorien pro ml Medium den
entscheidenden Einfluss auf den prozentualen Anteil an rot gefdarbten Rider-
tieren hatte. War die Zahl der Rédertiere pro ml Ansatz gering, so verlief die
Kurve flacher. Es dauerte ldnger, bis sich der Prozentsatz an Tieren mit rot
gefdarbtem Magen verringerte, da pro Tier mehr Partikel zur Verfiigung
standen. Bei hohen Tierdichten war der Abfall der Kurve steiler, weil ent-
sprechend weniger Partikel von einem Ridertier aufgenommen wurden

(siehe Abb. 20, S. 70).
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In der Verarbeitung der verschiedenen Erythrozyten scheinen nur geringe
Unterschiede zu bestehen. Die in Abb. 8 zum Vergleich aufgetragenen Pro-
zentwerte von Tieren mit rot gefdrbten Mégen bei Ansédtzen mit dhnlichen
Rédertierdichten (ca. 300 Tiere/ml), aber unterschiedlichen Erythrozytenar-
ten zeigen, dass die Rotfarbung des Verdauungstraktes der Rotatorien nach
Fiitterung mit menschlichen Erythrozyten allmihlich iiber einen Zeitraum
von fiinf Stunden abnimmt. Bei Fiittern mit Erythrozyten vom Rind und
vom Schaf erscheint der Abfall der Kurve etwas steiler, so dass bereits nach
ca. 3-3 ' Stunden keine Rédertiere mit deutlich rotem Verdauungstrakt

beobachtet werden konnen.
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Abb. 8: Prozentsatz der Ridertiere mit rotem Magen nach Fiittern mit menschlichen
Erythrozyten, Rinder- und Schafserythrozyten. Die Réidertierdichten sind in allen Versu-
chen fast identisch.

—&— Mensch 298 Rédertiere/ml
—— Rind 289 Rédertiere/ml

—1— Schaf 296 Réidertiere/ml
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3.1.2.3.1 Austauschversuche

Durch Beobachten im Mikroskop wurde der Eindruck gewonnenen, dass die
Tiere dauernd einstrudeln, solange ausreichend Partikel im Medium vorhan-
den sind. Hat die Partikeldichte hingegen stark abgenommen, wird der
Transport im Verdauungstrakt verlangsamt.

Um diesen Eindruck zu {iberpriifen, wurde mit zwei gut unterscheidbaren
Partikelsorten der Einfluss des Nahrungsangebots auf die Passagezeiten ge-
testet. Zur Durchfithrung der Austauschversuche wurden die Tiere zunichst
mit einer Partikelsorte gefiittert. Mit Hilfe einer Filterapparatur (Abb. 1,
S. 9) entfernten wir alle nicht aufgenommenen Nahrungspartikel aus dem
Medium. AnschlieBend wurden die anderen Partikel hinzugefiigt und deren

Aufnahme beobachtet.

Abb. 9a) (S. 45) zeigt das Ergebnis eines solchen Versuchs, bei dem die
Rédertiere zundchst 30 min mit Erythrozyten gefiittert wurden. Dann wurde
der Ansatz in drei gleiche Teile geteilt. Ein Teil diente als Kontrollansatz
und wurde ohne Abfiltern der noch vorhandenen Erythrozyten und ohne
Zusatz weiterer Partikel {iber fiinf Stunden beobachtet. Aus den beiden an-
deren Teilen wurden dagegen nach den 30 min alle Erythrozyten entfernt.
Einem dieser Teile wurde das gleiche Volumen einer 0,5 prozentigen Hefe-
zell-Suspension hinzugefiigt, wihrend der andere Teil mit reinem Seewasser

aufgefiillt wurde.

Nach Auszéhlen der Tiere und Auftrag des Prozentsatzes an Tieren mit rot
gefarbten Magen gegen die Zeit, konnen die Ergebniskurven in 3 Aussagen

zusammengefasst werden:

1. Bleiben die Erythrozyten im Medium, so fallt der prozentuale Anteil
an gefarbten Tieren nur langsam ab. Dies bestétigt die Ergebnisse
der Versuche in Abb. 7 (S. 39) und 8 (S. 41). Erst nach fiinf Stunden
sind die Erythrozyten vollstindig aus dem Medium entfernt, den Ra-

dertieren stehen dann keine frischen Zellen mehr zur Verfligung.
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2. Werden alle Erythrozyten nach 30 min abgefiltert, so nimmt der An-
teil an Réidertieren mit rotem Verdauungstrakt schneller ab als im
Kontrollansatz und ist nach knapp 2 Stunden auf 10% gesunken. Da
keine frischen Blutzellen aufgenommen werden konnen, scheint die
Abnahme der Rotfiarbung in den Verdauungsorganen in diesem Fall
davon abzuhdngen, wie der physiologische Weitertransport von Nah-

rung im Darmtrakt geschieht.

3. Gibt man nach Abfiltern der Erythrozyten das gleiche Volumen einer
Hefezellsuspension zum Ansatz, so wird die Ausscheidung des Ha-
moglobins aus dem Verdauungstrakt beschleunigt. Die Prozentzahl
an Tieren mit rotem Magen sinkt rasch ab. Bereits 30 min nach Ent-
fernen der Erythrozyten und Zugabe der Hefezellen sind nur noch
vereinzelt Tiere mit rot gefirbtem Verdauungstrakt zu erkennen.
Eine leichte orange Farbung der Verdauungsorgane ist jedoch noch
60 Minuten sichtbar, obwohl der Verdauungstrakt mit Hefezellen
angefiillt ist (siche auch 3.2.5, S. 116 f¥).

Bei Zufuhr von Hefezellen wurden also vorher aufgenommene Erythrozyten
sehr rasch aus dem Verdauungstrakt ausgestoBen, um Platz fiir die neu ein-
gestrudelten Hefezellen zu gewinnen. Dieses Ergebnis ist allerdings nicht
damit zu erkldren, dass die Rédertiere Hefezellen als Nahrungspartikel be-
vorzugen. Das konnte dadurch nachgewiesen werden, dass das Experiment

auch in umgekehrter Reihenfolge durchgefiihrt wurde:

Die Ergebnisse eines derartigen Austauschversuchs sind in Abbildung 9b)
(S. 45) dargestellt. Hier fiitterten wir die Rotatorien zunédchst mit Hefezel-
len. Diese Zellen wurden nach 30 min abgefiltert und anschlieBend
Erythrozyten ins Medium gegeben.

Magen und Intestinum farben sich nun innerhalb weniger Minuten rot. Die
Féarbung ist zunéchst nicht so intensiv wie bei Tieren, die vor der Zugabe
von Blutzellen keine Nahrung erhalten hatten, doch 20 min nach Zugabe

haben bereits 58% der Rotatorien einen roten Magen.
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Nach 2-3maliger Darmentleerung, d.h. ca. 60 min nach Erythrozyten-
Zugabe, sind keinerlei zellartige Strukturen mehr in den ausgestofenen
Verdauungsresten zu erkennen und 90% der Tiere zeigen die bereits be-
schriebene leuchtend rote Firbung der Verdauungsorgane durch das
freigesetzte Himoglobin.

Diese Beobachtung beweist, dass ,,artifizielle” Partikel wie z.B. die Ery-
throzyten als ,,Nahrung® von B. plicatilis akzeptiert werden, solange sie die
richtige Grofe haben. Hefezellen als eher ,natiirliche* Nahrungspartikel

werden demgegeniiber nicht nachweisbar bevorzugt.
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Abb. 9: Austausch von Nahrungspartikeln aus dem Verdauungstrakt von B. plicatilis.
Der prozentuale Anteil an Tieren mit rotem Magen ist gegen die Zeit aufgetragen.
a) Zum Zeitpunkt 0 min wurden die Ridertiere mit menschlichen Erythrozyten gefiittert
(20 ml Erythrozyten-Stammsuspension zu 100 ml Réadertier-Medium, ca. 190 Réder-
tiere/ml). Nach 30 min (Pfeil) wurde der Ansatz gleichmiBig auf 3 Gefidfle verteilt und wie
folgt behandelt:
—(O— Rédertiere nach Fiitterung mit Erythrozyten (Gesamtansatz)
—@— Kontrolle (ohne Abfiltern der Erythrozyten)
—#— Rédertiere nach Abfiltern der Erythrozyten
—¥— Rédertiere nach Abfiltern der Erythrozyten und Zusatz des gleichen Volumens ei-
ner Hefezellsuspension (0,5 g Hefe/100 ml Seewasser).
b) Die Rédertiere wurden 30 min mit Hefezellen gefiittert. Nach Abfiltern der Zellen wur-

den Erythrozyten ins Medium gegeben.
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Weitere Austauschversuche wurden mit Erythrozyten-Ghosts durchgefiihrt,
die mit FITC-markiertem Albumin beladen waren. Der Vorteil der Fluores-
zenz-Markierung wird bei Beobachtungen iiber mehrere Stunden deutlich:
Da das Fluoreszenz-Signal sehr intensiv ist, sind auch kleine Mengen Mar-
kersubstanz im Verdauungstrakt {iber Stunden nachweisbar. Allerdings war
eine quantitative Bestimmung der aufgenommen fluoreszierenden Substanz

nicht moglich.

Die Austauschversuche von fluoreszierenden mit fluoreszenzfreien Ghosts
zeigten dhnliche Ergebnisse, wie die Austauschversuche von Erythrozyten
mit Hefezellen. Wurden Rotatorien mit FITC-Albumin-Ghosts gefiittert und
nach kurzer Inkubation alle iiberschiissigen Ghosts aus dem Medium ent-
fernt, so war eine intensive Fluoreszenz noch bis zu 90 min nachher
sichtbar.

Nach Zugabe fluoreszenzfreier Partikel verschwand der Hauptteil an fluo-
reszierendem Material schneller aus dem Lumen des Verdauungstrakts. Eine
schwache Restfluoreszenz blieb dabei allerdings auch hier noch iiber einen

Zeitraum von fast zwei Stunden erhalten (siehe 3.2.5.2, S. 121).

Bei den Austauschversuchen war zu beobachten, dass erst bei hoher Kon-
zentration der Nahrungspartikel die Aufnahme- und Austauschgeschwin-
digkeiten von freischwimmenden und festgelegten Tieren einander glichen.
Die arretierten Tiere sind darauf angewiesen, dass der Nachschub an Parti-
keln im ,,Einzugsbereich® des Réaderorgans nicht abnimmt. Die freien
Rédertiere hingegen schwimmen im Medium umher und sind daher weniger

von einer lokalen Abnahme der Partikel betroffen.

Die hier beschriebene Moglichkeit, Partikel im Verdauungstrakt von B. pli-
catilis rasch und vollstindig auszutauschen, wird in spiteren Abschnitten
auch noch zur Untersuchung von Resorptionsvorgéngen eingesetzt (siche

3.2.5,S.116).
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3.1.24 Mechanische AufschliefSbarkeit der Partikel im Mastax

Eine weitere Frage ist, ob die Art der eingesetzten Partikel auch Einfluss auf

die Vorgénge im Kaumagen und damit auf die Weiterleitung hat.

Bereits die mikroskopische Beobachtung zeigte, dass sich die mechanische
Behandlung im Mastax auf die eingesetzten Partikel unterschiedlich aus-
wirkte. Erythrozyten wurden im Mastax zerstort, Hefezellen blieben als

zelluldre Strukturen erkennbar.

In einigen Versuchen wurden Erythrozyten verfiittert, die mit Glutardialde-
hyd-Losungen unterschiedlicher Konzentration fixiert wurden. Die fixierten
Erythrozyten, die sich lichtmikroskopisch lediglich durch ihre braun-rote
Féarbung von den unbehandelten Erythrozyten unterschieden, wurden ebenso
rasch wie diese von den Rédertieren eingestrudelt. Ein deutlicher Unter-
schied konnte aber nach Messung des durch den Mastax freigesetzten
Hamoglobins deutlich gemacht werden (Abb. 10). Die durch die Ridertiere
freigesetzte Menge des Blutfarbstoffs wurde hier als Anzeichen gewertet,
wie erfolgreich die fixierten Zellen durch den Kaumagen aufgeschlossen

wurden.

Aus unfixierten Erythrozyten setzten die Rédertiere rasch das Hdmoglobin
frei: nach 30 min waren 47%, nach 60 min 69% und nach 90 min 81% des

Blutfarbstoffes im Medium nachweisbar

Wurden die Zellen mit Glutardialdehyd-Konzentrationen von 0,05-0,1%
fixiert, so stieg das photometrisch messbar freigesetzte Himoglobin im Lau-
fe des 90-miniitigen Fiitterungsansatzes an, jedoch nicht mehr so steil wie
bei unfixierten Erythrozyten. Nach Fixierung mit 0,05 prozentiger Glutardi-
aldehydlosung erreichte der Prozentsatz des freigesetzten Himoglobin nach
60 min nur 9% und nach 90 min 11% des insgesamt in allen Erythrozyten
enthaltenen Blutfarbstoffes

Aus Erythrozyten, die mit 0,1 prozentiger Glutardialdehydlosung fixiert
wurden, konnten die Réddertiere kaum Hamoglobin freisetzen. Der prozentu-
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ale Anteil an freigesetztem Hadmoglobin stieg iiber 60 min nur um 1% an
und erreichte nach 90 min 6% des Gesamtgehalts an Blutfarbstoff.

Das Fixieren der Blutzellen mit einer 0,25-0,5 prozentigen Glutardialdehyd-
Losung fiihrte zu einer geringen Freisetzung von Hamoglobin durch die
Rotatorien. Es wurden dhnliche Werte wie nach Vermischen der fixierten
Erythrozyten mit radertierfreiem Seewasser gemessen (1%-2%). In Magen
und Intestinum waren dann deutlich einzelne Zellen erkennbar. Nach der
Darmentleerung lagen die abgegebenen Zellen dicht aneinander als
kompakte Gebilde vor, die sich nach einigen Minuten voneinander 16sten
und im Medium verteilten.

Bei den mit 0,5% Glutardialdehyd fixierten Erythrozyten konnte zudem
beobachtet werden, dass sich der Mastax langsamer bewegte und die Ver-
weildauer der Zellen im Mastax, verglichen mit unfixierten Zellen, langer
war. An den Passagezeiten dnderte dieses Verhalten nichts, die Darment-

leerung fand wie bei den unfixierten Erythrozyten nach ca. 20 min statt.

100

Hamoglobinfreisetzung in Prozent

unfixiert 0,05 0,1 0,25 0,5

Konzentration der zur Fixierung der Erythrozyten
eingesetzten Glutardialdehydldsung [%]

Abb. 10: Hamoglobinfreisetzung (in Prozent) in ridertierhaltigem Medium, 90 min nach
Fiitterung mit unfixierten und fixierten Erythrozyten.

200 pl Erythrozytensuspension wurden mit 20 ml Medium vermischt. Die Freisetzung des
Héamoglobins wurde iiber 90 min photometrisch bei einer Wellenldnge von 420 nm be-
stimmt. Zur Berechnung der prozentualen Hamoglobinfreisetzung wurde die Extinktion

einer Probe unfixierter Erythrozyten in Aqua dest. gleich 100 Prozent gesetzt.
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Ahnliche Vorginge waren auch nach der Fiitterung mit fixierten FITC-
Albumin-Ghosts zu beobachten (siehe 3.2.5.2, S. 121). Solch fixierte fluo-
rogene Ghosts wurden auch zur Kontrolle bei der Untersuchung der

Resorption von Proteinen durch B. plicatilis eingesetzt.

Da auch Hefezellen scheinbar unverdndert den Verdauungstrakt passierten,
fiihrten wir eine Behandlung der Zellen mit Lyticase durch. Ziel war es zu
versuchen die Hefezellwand kontrolliert anzudauen, um Bedingungen zu
schaffen, unter denen auch Hefezellen im Mastax nachweisbar zerkaut wer-
den konnen. Lyticase ist ein Enzym, das B-1,3-glucosidische Bindungen
(die z.B. auch im Glucan der Hefe-Zellwand vorkommen) hydrolysiert
(Vrsanska et al., 1977). Die Zellen mit angedauter Zellwand (bzw. Hefe-
Sphéroblasten) wurden zur Untersuchung der Leistungsfahigkeit des Mastax
eingesetzt. Als Nachweis flir das AufschlieBen der Zellen diente die Indika-
tor-Farbung, da durch den Andau der Zellwand das Eindringen der H'-Ionen
erleichtert und somit ein deutlicher Farbumschlag im sauren Milieu sichtbar

werden sollte.

Wurden die Bromthymolblau-gefarbten Hefezellen mit Lyticase behandelt
und nach dem Andau an die Rotatorien verfiittert, so war der Ablauf der
Verdauungsvorgénge grundsitzlich dhnlich wie bei unbehandelten Zellen
(Abb. 26, S. 38).

Allerdings zeigten sich Unterschiede in Einzelheiten:

Der Farbumschlag der Zellen im Intestinum war deutlicher zu erkennen und
die Weitergabe der Hefen vom Magen an das Intestinum (nach 25 min) so-
wie die Ausscheidung des Darminhalts (35 min nach Hefezugabe) war
etwas verlangsamt. Die im Verdauungstrakt erkennbaren Partikel erschienen
weniger kontrastreich als unbehandelte Hefezellen und lagen nach der Aus-

scheidung als kompakte Gebilde vor, die sich nicht im Medium verteilten

(Abb. 11).

Diese Beobachtungen lassen folgende Schlussfolgerungen zu:
Durch den Vorverdau der Zellwand mit Lyticase werden die Hefezellen so

verdndert, dass sie im Mastax teilweise aufgeschlossen werden konnen. Dies
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fiihrt gleichzeitig zu einem tieferen Eindringen der H'-Ionen und einem
deutlichen Umschlag der Indikatorfarbung im Intestinum.

Zellen und Zellbruchstiicke verkleben untereinander und bilden zusammen-
hiangende ,,Gebilde®. Ein vollstindiger Aufschluss der Zellen wird durch

den enzymatischen Vorverdau hingegen nicht erreicht.

Abb. 11: Hellfeldaufnahme eines Radertieres 35 min nach Fiitterung mit Lyticase behan-
delten und mit Bromthymolblau gefdrbten Hefezellen. Die zuvor enzymatisch angedauten
Hefezellen sind im Magen deutlich griin geférbt, aber nicht so kontrastreich wie intakte
Hefezellen. Nach der Ausscheidung liegen kompakte ,,Gebilde* im Medium vor (Kalibrie-
rungsbalken = 50 pm).
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3.2 Photometrische Untersuchung von Partikelauf-
nahme und Nahrungspassage durch den Verdau-

ungstrakt

Die mikroskopischen Beobachtungen an einzelnen Tieren weisen darauthin,
dass der physiologische Zustand des jeweils untersuchten Tieres Einfluss
auf den Prozess der Nahrungsaufnahme und -weiterleitung haben konnte.

Bei der Untersuchung von groeren Ansétzen ist die Beurteilung des Grades
der Rotfarbung des Verdauungstraktes kaum standardisierbar und wird
durch subjektive Eindriicke beeinflusst. Daher wurden ergdnzend zu den
vorangegangenen Untersuchungen die entsprechenden Vorgéinge bei B. pli-

catilis quantitativ photometrisch untersucht (Methodik siehe 2.6.6, S. 23).

3.2.1 Charakterisierung der optischen Eigenschaften der ver-

wendeten Partikel

Im Photometer wurde die Veridnderung der Lichtabsorption des Untersu-
chungsmediums bei 630 und 420 nm erfasst.

Nach Aufnahme durch die Rotatorien werden die Erythrozyten im Mastax
zerstort. Dies fiihrt zu einer Abnahme der Partikeldichte im Medium. In
Folge dessen nimmt auch die durch die Erythrozyten verursachte Licht-
streuung bei 630 nm ab. Bei dieser Wellenlénge tragt das Himoglobin selbst
nicht zur Absorption bei.

Nach Passage durch den Rotatoriendarm wird das aus den Erythrozyten
stammende Hamoglobin freigesetzt. Die Freisetzung des Himoglobins kann
durch Messen der Extinktion bei 420 nm verfolgt werden. Bei der Extinkti-
on dieser Wellenldnge handelt es sich um ein komplexes Signal. Neben dem
Beitrag des frei gelosten Hdmoglobins im Medium tridgt noch der Streu-
lichtanteil der Erythrozyten und die Absorption des in ihnen verpackten
Blutfarbstoftes zur Extinktion bei.

Hefezellen eignen sich dagegen nur fiir die mikroskopische Bestimmung

von Verdauungsvorgédngen. Sie verursachen zwar auch eine konzentrations-

51



Ergebnisse und Diskussion

abhéngige Lichtstreuung im Photometer, es kann jedoch kaum eine Abnah-
me der Extinktion nach Verfiitterung an die Rédertiere gemessen werden.
Das liegt daran, dass sie als ganze Partikel wieder ausgeschieden werden

(Kiihle, 1983).

3.2.1.1 Absorptionsspektren der Erythrozyten bzw. des Himo-
globins

Die unterschiedliche Aussagekraft der Extinktionsmessungen bei 420 und
630 nm lésst sich am besten erkennen, wenn man die Absorptionsspektren
der Erythrozyten bzw. des Hamoglobins betrachtet, die in verschiedenen

Medien aufgenommen wurden.

Abbildung 12 zeigt Absorptionsspektren von Erythrozyten in 0,9 prozenti-
ger NaCl-Losung, in Seewasser und (des freigesetzten Hédmoglobins) in
Aqua dest. Fiir die Stammsuspensionen wurden jeweils 50 pl Vollblut mit
10 ml der obigen Medien vermischt. Zum Erfassen der Spektren wurden
diese Stammsuspensionen so verdiinnt, dass jeweils identische Erythrozy-

ten-Konzentrationen vorlagen.

In allen Spektren ist die ,,Soretbande* des Himoglobins (Kaboth & Bege-
mann, 1971) als Extinktionsmaximum bei ca. 420 nm erkennbar. Die viel
niedrigeren Nebenmaxima bei 540 nm und bei 575-578 nm sind fiir oxyge-
niertes Hédmoglobin typisch. Fiir die photometrische Bestimmung des
Héamoglobins wurde stets die Extinktion bei 420 nm benutzt, obwohl sich
das tatsdchliche Maximum der Soretbande je nach Medium in der Wellen-

lange etwas verschob. Der Unterschied war jedoch unerheblich.
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Abb. 12: Absorptionsspektren von Erythrozyten-Suspensionen in 0,9 prozentiger NaCl-
). Fir die Aufnahme der

Losung ( ), Seewasser (- ) und Aqua dest. (
Spektren wurde aus einer Stammsuspension (50 ul Vollblut in 10 ml der entsprechenden
Losung) 2 ml entnommen und in 30 ml NaCl-Lésung bzw. Seewasser bzw. Aqua dest.

aufgenommen.
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Die in den verschiedenen untersuchten Medien entlang der Ordinate parallel
verschobenen Spektren sind darauf zuriickzufiihren, dass Streulicht in unter-
schiedlicher Weise zur Extinktion beitrdgt. Wihrend das aus den hémo-
lysierten Erythrozyten freigesetzte Hadmoglobin kein Streulicht zeigt (siche
Ansatz der Erythrozyten in Aqua dest.), bewirken die intakten Erythrozyten
im isotonen (0,9 prozentige NaCl-Ldsung: ca. 0,3 osmol/l) oder hypertonen
Medium (Seewasser: ca. 1 osmol/l) liber den ganzen Wellenldngenbereich
eine Anhebung der Extinktion durch Streulichtanteile (Fortnagel et al.,
2001). Besonders deutlich zeigt sich das im ldngerwelligen Bereich, in dem

Héamoglobin selbst nicht absorbiert.

Die Extinktion bei 630 nm beruht allein auf Lichtstreuung durch die Ery-
throzyten. Die unterschiedliche Extinktion der Erythrozyten im iso- sowie
im hypertonen Medium wird durch Oberflichenverdnderungen (,,Stech-
apfelform*) verursacht, die bei Zellen in hypertonem Seewasser auftreten.

Die auftreffenden Lichtstrahlen werden dadurch stirker gestreut.

Wenn man die Extinktion bei 630 nm als Grundlinie nimmt, ist die Soret-
bande bei hidmolysierten Erythrozyten viel hoher, als bei intakten Ery-
throzyten. Auf Grund der dichten Packung der Farbstoffmolekiile in den
Erythrozyten gilt nimlich das Lambert-Beer'sche Gesetz nicht. Nach die-
sem Gesetz (E =¢€-c-d) ergibe sich die Extinktion einer Losung aus dem
Produkt des spezifischen Extinktionskoeffizienten (€), der Konzentration
des Stoffes (¢) und der Schichtdicke der Kiivette (d). Die Abbildung zeigt
jedoch, dass die Extinktion der hdmolysierten Erythrozyten bei einer Wel-
lenldnge von 420 nm absolut und relativ hoher ist, als die Soretbande einer

gleichen Hdmoglobinmenge in intakten Erythrozyten.

Aus dem Verhéltnis der Absorptionsmaxima der Erythrozyten in Seewasser

und des Hdmoglobins in Aqua dest.

(E420 Hiamoglobin in Aqua dest. — E630 Héamoglobin in Aqua dest.)
(E420 Erythrozyten in Seewasser — E630 Hamoglobin in Aqua dest.)

lasst sich ein Faktor fiir die Umrechnung der Erythrozytendichte in daraus
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freisetzbares Himoglobin gewinnen. Bei menschlichem Blut muss dazu die
Extinktion der Erythrozyten mit dem Faktor 1,4 multipliziert werden, bei
Schafsblut mit 1,2.

3.2.1.2 Kalibrierung der Erythrozyten-Suspension bei 630 nm
und 420 nm

Um aus den in den Fiitterungsversuchen gemessenen Extinktionen die Zahl
der aufgenommenen Erythrozyten errechnen zu konnen, mussten die Ex-
tinktionen bei 630 nm oder 420 nm gegen die Erythrozytendichten kalibriert
werden (2.6.2, S. 18).

Ein linearer Zusammenhang zwischen Konzentration und Extinktion ist bei
menschlichen Blutzellen bis zu einer Dichte von 6-10° Erythrozyten/ml, bei
Schafserythrozyten bis zu einer Dichte von 7,5-10° Erythrozyten/ml und bei
Rindererythrozyten bis ca. 10-10° Erythrozyten/ml gegeben (Discher, 2000).
Unsere Messungen wurden daher nur im Bereich unterhalb dieser Grenz-

werte durchgefiihrt.

Abbildung 13 zeigt fiir die Extinktion bei 630 nm, dass die Kalibriergeraden
fiir Erythrozyten der verschiedenen Sduger in ihrer Steigung voneinander
abweichen, innerhalb einer Art jedoch alle Verdiinnungsreihen &hnliche

Ergebnisse liefern.

Da die Zahl der Erythrozyten/ul Vollblut von Individuum zu Individuum
schwankt (siehe auch Toleranzbereiche in Tabelle 3, S. 56) und auch von
duBeren Bedingungen wie z.B. Stress (vor allem bei Blut vom Schlachthof),
Fliissigkeitszufuhr und sportlicher Aktivitit abhingt, lassen sich die Abwei-
chungen innerhalb einer Saugergruppe erklaren. Zudem sind die Zdhlungen
in der Blutzdhlkammer fehlerbehaftet. Insgesamt tibersteigt der relative Feh-
ler jedoch 5% nicht, so dass die Ergebnisse davon nicht signifikant verdn-
dert werden, besonders da es in den Versuchen ja eher auf die relativen An-

derungen der Erythrozytenzahlen ankommt. Beim Ermitteln der Filtrations-
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rate etwa fillt die Partikelzahl gar nicht ins Gewicht. Die Anderungen der
Erythrozyten-Dichten dienen eher der Veranschaulichung des Fravorgangs.
Mit Hilfe der Erythrozytenzahlen ist es auch moglich, die Ergebnisse von
Versuchen mit menschlichem Blut mit Werten aus Versuchen mit Rinder-

oder Schafsblut zu vergleichen.

Ein Vergleich der Grof3e der verschiedenen Sduger-Erythrozyten (Tabelle 3)
mit den Kalibriergeraden (Abb. 13, S. 57) zeigt, dass mit der Zunahme des
Erythrozytenvolumens die Steigung der Geraden abnimmt. Das Licht wird
bei einer Wellenldnge von 630 nm an groBeren Partikeln stirker gestreut, als
in Suspensionen mit kleinen Partikeln. Die Oberflaichenverdnderungen im
hypertonischen Seewasser wirken sich bei den kleineren Partikeln hingegen

nur geringfligig auf die Lichtstreuung aus (Abb. 12, S. 53).

Tab. 3: Normwerte von menschlichem, Rinder- und Schafsblut (nach Altmann, P. L.,
1961). Die Werte in Klammern geben die Variationsbreite wieder.

m= mannlich, w= weiblich

Mensch Rind Schaf

Zahl der Ery- 6
throzyten/pl ‘Jvli:g Ej:g:gfg: 1o | 81(6.1-107)x10° | 103 (9.4-11.1)x 10°
Vollblut
Hamatokrit m 47 (40-54)
(m1/100 ml Blut] w 42 (37.47) 40 (33-47) 31,7 (29,9-33,6)
Durchmesser der

7,5 (7,2-7,8 5,9 4,8
Erythrozyten [u] S (1.2-7.8) ’ ’
Volumen der
Erythrozyten me gggg 50 (47-54) 31 (30-32)
[um* = f1]
Hamoglobinge-
halt des Blutes Ivlvl }2; 83;}2% 11,5 (8,7-14,5) 10,9 (10,0-11,8)
[g/100 ml Blut] ’ T
Hamoglobinge-
halt der Ery-
throzyten [g/100 33,5 (30-40) 29,0 34,5 (34-35)
ml Erythrozyten]
Hamoglobinge-
halt/Erythrozyt o ;3 82;’;? 16 (14-19) 11-13
[pgl
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Abb. 13: Regressionsgeraden der Kalibrierungen bei 630 nm. Die Geraden aller untersuch-
ten Sduger (—O— Mensch, —V— Rind, —{3— Schaf ) wurden zum Vergleich in

einer Grafik aufgetragen.
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Fiir die weitere Berechnung der Erythrozyten-Konzentrationen und fiir die

Ermittlung der Filtrationsrate wird das arithmetischen Mittel, das sich aus

den Steigungen aller Kalibriergeraden eines Sdugers ergibt (Tabelle 4), als

Umrechnungsfaktor herangezogen.

Tab. 4: Steigungen der Kalibriergeraden [Zellen/ml bei AE=1,0] von menschlichen

Erythrozyten, Rinder- und Schafserythrozyten in Seewasser bei 630 nm. In den Klammern

sind die Standardabweichung und der Standard-Fehler in Prozent vom Mittelwert angege-

ben.

Mensch Rind Schaf
Anzahl der ermittel- 12 7 7
ten Kalibriergeraden
Arithmetischer 106 106 106
Mittelwert 13,210 20,4-10 29,5:10
Standard-
Abweichung +1,8-10°(14%) +1,7-10° (8%) +3,8:10° (13%)
Standard-Fehler +0,5:10° (4%) +0,7:10° 3%) +1,4:10° (5%)
Steigung der Kali-
briergerade bei Auf- 13,6-10° 19,4-10° 30,1-10°
tragung aller Punkte
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In dhnlicher Weise wurden auch Kalibriergeraden fiir die Extinktion bei
420 nm ermittelt. Bei dieser Wellenlédnge tragen sowohl die Absorption des
Hamoglobins, als auch die Lichtstreuung der Erythrozyten zur Extinktion
bei (Abb. 12, S. 53). Um beide Einfliisse zu veranschaulichen wurden zu-
sitzlich Kalibriergeraden in hypertonem Medium und in hypotonem

Medium (100% Hémolyse) ermittelt. Dies geschah folgendermalfen:

1. Eine Verdiinnungsreihe von Erythrozyten wurde in Seewas-
ser angesetzt und bei 420 nm im Photometer gemessen (und
parallel dazu die Zahl der Zellen bestimmt).

2. Erythrozytenverdiinnungen wie unter Punkt 1 wurden auch in
Aqua dest. angesetzt und nach 20 min Himolyse ebenfalls bei

420 nm gemessen.

Abb. 13 zeigt die Extinktionskurven von menschlichen Erythrozyten in
Seewasser (Hdmoglobin in Zellen) und von hdmolysierten Erythrozyten mit
daraus freigesetztem Hamoglobin in Aqua dest. In Seewasser steigt die Ex-
tinktion bei 420 nm linear zur Erythrozytendichte von 2-107 Zellen/ml an.

Die Extinktion des freien Hadmoglobins steigt demgegeniiber steiler und
zeigt einen linearen Anstieg nur bis zu einer Extinktion von 1,55 oder einer

Konzentration entsprechend 6:10° Erythrozyten/ml.
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Abb. 14: Extinktionsmessungen von menschlichen Erythrozyten in Seewasser und daraus
freigesetztem Himoglobin in Aqua dest. Es wurde jeweils die gleiche Erythrozytenzahl
eingesetzt.

~o— AE 420 Seewasser, —O— AE 630 Seewasser, —8— AE 420 A.dest., —1— AE 630 A.dest.)
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Vergleicht man die Kalibriergeraden bei 420 nm fiir Sduger-Erythrozyten
unterschiedlicher Herkunft in Seewasser miteinander, so ergibt sich ein dhn-
liches Bild wie bei den Kalibriergeraden fiir 630 nm (Vergleiche Abb. 15
mit Abb. 13, S. 57).

Zur weiteren Berechnung wurden erneut die arithmetischen Mittelwerte

herangezogen (Tab. 5).

1,4*107

1,2*107

1,0%107

8,0*10°

o ///

4,0*10° @
o

2,0*108

Erythrozyten/ml

0,0 S e B L . B S B B B B B
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0
AE 420

Abb. 15: Regressionsgeraden der Kalibrierungen bei 420 nm. Die Geraden aller untersuch-
ten Sdugererythrozyten €0— Mensch, —v— Rind , —O— Schaf ) wurden zum Vergleich

in einer Grafik aufgetragen.
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Tab. 5: Steigungen der Kalibriergeraden [Zellen/ml bei AE=1,0] von menschlichen
Erythrozyten, Rinder- und Schafserythrozyten in Seewasser bei 420 nm. Beim Rinderblut
wurde nur eine Verdiinnungsreihe gemessen.

Die Standardabweichung und der Standard-Fehler in Prozent vom Mittelwert sind in

Klammern angegeben.

Mensch Rind Schaf
Anzahl der ermittel- 3 1 3
ten Kalibriergeraden
Arithmetischer 106 106
Mittelwert 71110 16,710
Standard- 106 (<0 106 (10
Abweichung +0,6:10° (8%) +0,2-10° (1%)
Standard-Fehler +0,3-10° (5%) £0,1-10° (1%)
Steigung der Kali-
briergerade bei Auf- 7,0-10° 11,5-10° 16,7-10°
tragung aller Punkte
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3.2.2 Ergebnisse aus den Fiitterungsansitzen

Insgesamt wurden 60 Versuche zum Fressverhalten von B. plicatilis durch-
gefiihrt. Die Versuche mit Human-, Rind- und Schafserythrozyten brachten
vergleichbare Ergebnisse.

Zunichst soll die Auswertung zweier typischer Versuche in allen Einzelhei-
ten besprochen werden. Daran soll erliutert werden, wie die Anderungen
der Extinktionen von Erythrozyten-Suspensionen in verschiedener Weise
genutzt werden konnen, um Auskunft {iber unterschiedliche Aspekte der

Nahrungsaufnahme bei B. plicatilis zu erhalten.

3.2.21 Auswertungsmoglichkeiten fiir die Fiitterungsversuche

mit Erythrozyten

In einem Fiitterungsansatz (siche 2.6.6, S. 23 f) wurden nach dem Mischen
der Erythrozyten-Suspension mit den Rotatorien alle 5-10 min radertierfreie
Proben aus dem Filtereinsatz entnommen und deren Extinktion bei 420 und
630 nm bestimmt. Anschlieend wurden die Proben zentrifugiert und die

Extinktion des Uberstands bei 420 nm ermittelt.

Abb. 16 zeigt das Ergebnis aller Extinktionsmessungen eines Ansatzes zu
verschiedenen Zeiten nach Versuchsbeginn.

Die Extinktion bei 630 nm nimmt mit der Zeit ab (Kurve C). Dadurch, dass
die Blutzellen von den Ridertieren aufgenommen werden, sinkt der Anteil
der Zellen im Medium und im gleichen Malle die durch sie verursachte
Lichtstreuung. Sind alle Erythrozyten aus dem Medium entfernt so geht die
Extinktion gegen Null. Die Abnahme ist allerdings nicht linear, sondern

folgt einer Exponentialfunktion:
c, =c,-exp-(k-t) (Formel 1).

Nach Durchfiihren einer nicht-linearen Kurvenanpassung (Abb. 17, S. 65),
zeigt sich eine deutliche Ubereinstimmung mit den entsprechenden Mess-

punkten. In dieser Gleichung entspricht ¢, der Erythrozytenkonzentration
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zum Zeitpunkt #; ¢y steht flir die Konzentration der Erythrozyten zum Ver-
suchsbeginn; der Exponent & gibt die Geschwindigkeits-Konstante wieder

und ¢ die Zeit in min.

> /

05 % B__r

0,4

- L\D>E<m

0,1 \I\‘
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/
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Abb. 16: Aufnahme von menschlichen Erythrozyten durch B. plicatilis. Zusammenfas-

sung der Messwerte aus einem Fiitterungsansatz mit 434 Rédertieren/ml Seewasser. Nach

Probenentnahme aus dem Filterkorbchen wurden folgende Extinktionen photometrisch

bestimmt:

—0— AE 420 von Erythrozyten und Hdmoglobin (A)

—¥—  AE 420 von freiem Himoglobin im Uberstand nach Zentrifugation der Probe (B)

—l— AE 630 der Erythrozytensuspension (C)

—{}— AE 420 der Erythrozyten nach Subtraktion der Extinktionswerte des freien
Hamoglobins (D)

Werden die Logarithmen der Werte gegen die Zeit aufgetragen, ergibt sich
eine Gerade (Abb.18), was bei einer Exponentialfunktion zu erwarten ist.
Die Zahl an Zellen, die pro Zeiteinheit aus dem Medium eliminiert werden,
ist zu jeder Zeit der Dichte der noch vorhandenen Zellen/ml proportional.
Die Abnahme an Erythrozyten folgt also einer Kinetik erster Ordnung. Sie
ist von der Anzahl der pro Réidertier zur Verfiigung stehenden Zellen im
Fiitterungsansatz abhiangig.

Nimmt im Laufe des Versuches die Dichte der Erythrozyten in der Losung

ab, so muss zwangsliufig die Aufnahmerate der Rotatorien absinken.
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Abb. 17: Abnahme der Erythrozytendichten im Medium nach Fiitterung von B. plicatilis
mit menschlichen Erythrozyten (Fiitterungsansatz mit 434 Réidertieren/ml Seewasser). Die
gemessenen Extinktionen bei 630 nm (Abb. 16, S. 64) wurden durch Multiplikation mit
dem Faktor 13,2-10° (aus den Kalibriergeraden) in Erythrozytenzahlen/ml umgerechnet.
Anschlieend wurde eine nichtlineare Kurvenanpassung durchgefiihrt, die die Funktions-

gleichung ¢, = 4,3-10%exp(0,017-¢) ergab (Erliuterungen siehe Text).
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Abb. 18: Abnahme der Erythrozytendichten gegen die Zeit in halblogarithmischer Dar-
stellung (Fiitterungsansatz mit 434 Radertieren/ml Seewasser, siche Abb.16, S. 64). Nach
Logarithmierung der Erythrozytendichten ldsst sich die Abnahme der Erythrozyten im
Medium als Gerade darstellen (In(c,) = In(4,3-10°)+0,019-7).
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Betrachtet man in Abb. 16 (S. 64) den Verlauf der Extinktion bei 420 nm
(Kurve A), so ergibt sich ein ganz anderes Bild:

Die Extinktion nimmt in den ersten 20 min ab, steigt anschlieBend wieder an
und iibersteigt nach ca. 50 min den Ausgangswert.

Dieser Kurvenverlauf ldsst sich folgendermal3en erklaren:

In den ersten Minuten werden nur rote Blutkdrperchen aus dem Medium
entfernt, so dass die Lichtstreuung abnimmt. Nach 20 min setzen bei den
Versuchstieren die ersten Darmentleerungen ein (mittlere Darmpassagezeit)
und das aus dem Verdauungstrakt ins Medium ausgeschiedene Himoglobin
fiihrt zu einem Wiederanstieg der Extinktion bei 420 nm. Da freies Hadmo-
globin ein hoheres Absorptionsmaximum hat (siche Abb. 12, S. 53) als das
in den Erythrozyten verpackte, wird nun sogar eine hohere Extinktion
gemessen.

Bei langfristigen Versuchen (iiber 2 Stunden) erreicht die Extinktion
schlieBlich ein Plateau (Abbildung 20a, S. 70), das iiber der Ausgangsex-
tinktion liegt. Ob dieses Plateau in der Versuchszeit erreicht wird, ist von
der Konzentration der Rotatorien und der Dichte der eingesetzten

Erythrozyten abhéngig.

Nach Zentrifugieren der Proben und photometrischer Messung des Uber-
standes bei einer Wellenldnge von 420 nm war der Anteil an gelostem
Héamoglobin, der nach der Nahrungspassage aus dem Verdauungstrakt der
Rotatorien frei wurde, im Medium bestimmbar.

In Abbildung 16 (S. 64) ist zu erkennen, dass die Kurve (B) der so ermittel-
ten Extinktionen iiber die ersten 20 min nur langsam ansteigt, da die Réder-
tiere zwar Erythrozyten aus dem Medium in den Verdauungstrakt aufneh-
men, jedoch kein Hamoglobin ausscheiden. Erst nach dieser ,,cycling time*
wird der Anstieg steiler und schlieBlich linear, da nun Himoglobin ins Me-
dium ausgeschieden wird, solange der Nachschub an Erythrozyten nicht
nachlésst.

Nach Abzentrifugieren der Erythrozyten ist die Extinktion bei 420 nm ins-
gesamt niedriger, da nun die durch die Zellen verursachte Lichtstreuung

nicht in die Messung einflief3t.
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Werden die Werte fiir das freigesetzte Hamoglobin (Abb. 16, Kurve B) von
den 420 nm-Werten vor der Zentrifugation (Abb. 16, Kurve A) abgezogen,
so erhilt man eine exponentiell abfallende Kurve (Abb. 16, Kurve D). Diese
entspricht nun nur noch der Anderung der Streulicht-Extinktion bei 420 nm,
dhnlich der Extinktionsmessung bei 630 nm. Die so ermittelte Kurve stimmt
in ithren Parametern (Steigung = -0,017) mit der 630 nm-Kurve (Abb. 16,

Kurve C) tiberein.

In Abbildung 19 wird dem Verlauf der Extinktionen bei 630 und 420 nm
(Abb. 16, S. 64) ein weiteres Diagramm gegeniibergestellt, in dem (im sel-
ben Versuch) der Prozentsatz der Réadertiere mit deutlich rot gefarbtem

Magen gegen die Zeit aufgetragen ist (Methodik S. 17).
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Abb. 19: Prozentsatz von Rédertieren mit rot gefirbtem Magen nach Fiitterung mit
menschlichen Erythrozyten. Gleicher Ansatz wie in den Abbildungen 16-18 (S. 64-65) mit

434 Riadertieren/ml Seewasser.
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Innerhalb der ersten 5 Minuten nach Zugabe der Erythrozyten steigt der
prozentuale Anteil an Tieren mit gefdarbten Magen von 0 auf fast 90% an.
Nach 30 min haben ca. 100% der Tiere rot gefdarbte Mégen, anschlieBend
sinkt der Anteil dieser Rotatorien allmdhlich ab. Nach 80 min sind noch
85% der Tiere deutlich gefarbt.

Vergleicht man den Verlauf der Erythrozytenkonzentration im Medium
(Abb. 17 und 18, S. 65) mit der Anderung des Prozentsatzes an gefirbten
Tieren iiber die Zeit, so wird deutlich, dass diese voneinander abhingig
sind. Nimmt die Dichte der Blutzellen um ca. 2-10° Erythrozyten/ml ab, so

verringert sich deutlich der prozentuale Anteil an Tieren mit rotem Magen.

Dieser Zusammenhang wird aus den Daten eines anderen Versuches noch
deutlicher, dessen Ergebnisse in Abbildung 20a (S. 70) dargestellt sind. In
dieser Abbildung ist der zeitliche Verlauf der Extinktionen bei 420 und 630

nm in zwei Ansdtzen mit etwa 100 und 300 Rédertieren/ml aufgetragen.

Bei 630 nm ist in beiden Ansétzen der exponentielle Verlauf der Erythrozy-
tenabnahme zu erkennen. Im Ansatz mit der hoheren Rédertierdichte nimmt
die Extinktion innerhalb von 60 min rasch ab und erreicht bei 100 min einen
Tiefstwert, der sich nicht mehr &dndert und den génzlichen Verbrauch der
Erythrozyten aus dem Medium anzeigt. Im Ansatz mit ca. 100 Rédertieren
sinkt die Extinktion dagegen allméhlicher ab und erreicht innerhalb des un-

tersuchten Zeitraums nicht ihren Endwert.

Die Kurvenverldufe der Extinktionswerte bei 420 nm haben bei 20 min das
fiir diese Messungen typische Minimum (siehe S. 66). Im Ansatz mit 300
Rotatorien/ml ist die Abnahme der Extinktion in diesem Zeitraum ausge-
pragter, als die bei 100 Rotatorien/ml. Nach dem Minimum steigen die
Extinktionen kontinuierlich an und erreichen nach ca. 125 min ein Plateau,

dessen Wert sich tiber die Zeit nicht mehr dndert.

Der Verlauf der Kurve bei 420 nm fillt bei 300 Ridertieren/ml in den ersten
20 min steiler ab, da mehr Erythrozyten aus dem Medium aufgenommen

werden und der Anteil des Streulichts an der Extinktion schneller reduziert
68



Ergebnisse und Diskussion

wird. Aufgrund der hoheren Tierkonzentration wird nach der Passage der
Erythrozyten durch den Verdauungstrakt anschlieBend mehr Hédmoglo-
bin/ml Medium freigesetzt, so dass die Extinktion bei 420 nm daher auch
steiler ansteigt als beim Ansatz mit geringerer Tierdichte (100 Réder-

tiere/ml).

Zum Vergleich sind diesen Kurven in Abbildung 20b die prozentualen An-
teile an Réidertieren mit rot gefirbtem Magen aus den zwei Ansitzen, mit
unterschiedlichen Tierdichten, gegeniibergestellt. In beiden Ansdtzen haben
nach 10 min tiber 90% der Tiere einen deutlich rot gefairbten Magen. Diese
intensive Rotfarbung hélt je nach Konzentration der Rotatorien 50-90 min
an. Danach nimmt der Prozentsatz der gefdrbten Rédertiere wieder ab und
zwar umso deutlicher, je hoher die Dichte der Rédertiere im Versuchsansatz
ist. Wihrend im Ansatz mit 100 Tieren/ml der Prozentsatz an Tieren mit
gefarbtem Verdauungstrakt in 210 min auf ca. 70% sinkt, fallt die Kurve bei
einer Tierdichte von 300 Rotatorien/ml steiler und sinkt im gleichen Zeit-
raum fast auf Null ab. Ein Vergleich mit der Abnahme der Erythro-
zytenextinktion bei 630 nm (Abb. 20a) zeigt, dass der Anteil der rot geférb-
ten Rotatorien etwa 100 min nach Start der Messung deutlich zu sinken
beginnt, zu dem Zeitpunkt, zu dem nahezu alle Zellen aus dem Medium

eliminiert waren.
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Abb. 20: Auswirkung unterschiedlicher Réadertierdichten auf die Aufnahme von
Schafserythrozyten durch B. plicatilis.
a) Verlauf der Extinktionskurven bei einer Wellenldnge von 420 und 630 nm.
b) Prozentsatz von Ridertieren mit Rotfarbung des Verdauungstraktes.
—O— und —@— =296 Rédertiere/ml,
—1— und —8— =96 Rédertiere/ml
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3.2.2.2 Bestimmung der Aufnahmerate (Ingestion rate)

von B. plicatilis

Im vorherigen Abschnitt wurde beschrieben, dass die Konzentration der
Erythrozyten im Verlauf des Versuches exponentiell abnimmt (Formel 1,
S. 63). Dies muss zu einer Abnahme der Aufnahmerate fithren, da die pro
Rédertier zur Verfligung stehende Zahl an Erythrozyten stetig sinkt. Wird
die Kurvengleichung fiir die exponentielle Abnahme der Erythrozyten loga-

rithmisch umgewandelt, so erhilt man die Gleichung:
Inc, =lnc, —(k-1) (Formel 2).
Fiir die Geschwindigkeitskonstante & ergibt sich daher:

_In¢,—Inc

k t : (Formel 3).

Ist ¢y die Erythrozytenkonzentration zum Versuchsbeginn und ¢, die Ery-
throzytenkonzentration zum Zeitpunkt ¢, so errechnet sich das geometrische
Mittel durch:

Cy-C (Formel 4).

t
Die mittlere Aufnahmerate / eines Tieres lasst sich dann nach Division der
Partikelkonzentration p durch die Rédertierkonzentration r tiber die folgen-

de Gleichung bestimmen:

I=(nc,—Inc,)-p-t™-r e, c (Formel 5).

t

Diese Gleichung entspricht der durch Yufera und Pascual (1985) zur Be-

rechnung der Aufnahmerate vorgeschlagenen Gleichung:
(Formel 6).

(F = von einem Rédertier pro Minute filtriertes Volumen
co = Konzentration der Erythrozyten zum Versuchsbeginn

¢; = Erythrozytenkonzentration zum Zeitpunkt ¢)

In Tabelle 6 sind zum Vergleich die durchschnittlichen Aufnahmeraten bei

Versuchen mit Erythrozyten der verschiedenen Sdugerarten zusammenge-
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fasst. Sie unterscheiden sich deutlich in der Zahl der pro Minute aufgenom-
menen Zellen. Bei Einsatz von menschlichem Blut wurden durchschnittlich
73 Zellen pro Rédertier und Minute aufgenommen. Die Fiitterung mit Rin-
der- oder Schafserythrozyten ergab hohere Werte, von 101 bzw. 264
Zellen-Ridertier-min”. Hier zeigt sich eine indirekte Korrelation zum
Durchmesser und der Zahl der Erythrozyten (Tab.l, S. 35). Rinder und
Schafe haben nicht nur kleinere, sondern auch mehr Erythrozyten pro Vo-
lumen Blut, als der Mensch. Die Erythrozyten-Stammsuspensionen wurden
bei allen eingesetzten Sdugerarten mit dem gleichen Volumen an Vollblut
angesetzt. Daher muss davon ausgegangen werden, dass in den Fiitterungs-
ansdtzen (entsprechend der unterschiedlichen Zahl an Erythrozyten/pl
Vollblut) verschiedene Erythrozytendichten vorliegen. Die Rédertiere im
Fiitterungsansatz mit Rinder- oder Schafsblut konnten also mehr Blutzellen
aufnehmen, als die Tiere, die mit menschlichen Erythrozyten gefiittert wur-

den.

Tab. 6: Mittlere Aufnahmerate (Ingestion rate = Erythrozyten-Ridertier'-min™) von
B. plicatilis nach Zugabe unterschiedlicher Sdugererythrozyten in Seewasser.
In Klammern ist die Standardabweichung und der Standardfehler in Prozent vom Mittel-

wert angegeben.

menschliche Rinder- Schafs-
Erythrozyten Erythrozyten Erythrozyten
Anzahl der Ver- 35 12 13
suche
Arithmetischer
Mittelwert 72,7 100,6 263,7
Standard- o o o
Abweichung + 46,9 (65%) + 44,0 (44%) +124,8 (47%)
Standard-Fehler + 7,9 (11%) + 12,7 (13%) + 34,6 (13%)
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In Abb. 21 werden die Aufnahmeraten fiir die verschiedenen Erythrozyten
in einem Histogramm dargestellt. Die Aufnahmeraten nach der Fiitterung
mit menschlichen oder Rindererythrozyten verteilen sich auf die ersten
Klassen mit einem Maximum um 65 Erythrozyten-Rédertier'-Minute™. Bei
Schafserythrozyten ist die Streubreite der Aufnahmeraten sehr groB3, aller-
dings ist bei dieser Darstellung eine tendenzielle Verschiebung zu hoheren

Erythrozytenzahlen/Radertier erkennbar.

Wie die Standard-Abweichung (Tab. 6) erkennen ldsst, sind auch bei Fiitte-
rung mit nur einer Blutsorte zwischen den einzelnen Fiitterungsversuchen
grofle Unterschiede in der Aufnahmerate zu beobachten. Sicher beeinflussen
hier besonders die in den Versuchen variierenden Verhéltnisse der Erythro-

zytendichten zur Zahl der Rotatorien/ml die Aufnahmerate.
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Abb. 21: Verteilung der Aufnahmerate [Erythrozyten-Ridertier'-min™'] auf Klassen.

Die ermittelten Aufnahmeraten wurden nach der Héufigkeit ihres Auftretens in den Ver-

suchen auf Klassen mit einer Klassenbreite von + 50 Erythrozyten-Radertier'-min” zu-

sammengefasst. Die Zahlen auf der Abszisse geben die Klassenmitten an.

(n = Anzahl der Versuche)
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3.2.2.3 Bestimmung der Filtrationsrate (Clearing rate)

von B. plicatilis

Die bisher ermittelten GroBen zur Bestimmung der Partikelaufnahme und
deren Weiterleitung bei B. plicatilis (Aufnahmerate und Darmpassagezeit)
werden von dulleren Parametern, wie der Konzentration von Rédertieren
und Erythrozyten im Versuchsansatz bestimmt.

Wie bereits im vorherigen Abschnitt dargestellt, kann die Abnahme der Ery-
throzyten im Medium durch eine Exponentialfunktion beschrieben werden
(Formel 1, S. 63). Im gleichen MaB}, wie die Zahl der Partikel abnimmt,
wird das pro Partikel zur Verfiigung stehende Volumen des Mediums zu-
nehmen. Die exponentielle Abnahme der Partikelkonzentration bedeutet
also gleichzeitig, dass das von einem Rédertier pro Zeiteinheit gefilterte

Medienvolumen wéhrend des Versuchs in etwa gleich bleibt.

Zur Beschreibung der Filteraktivitit von Wasserorganismen wurde von
Gauld (1951) eine Formel vorgeschlagen, die sich ebenfalls auf die Auf-

nahme von Erythrozyten durch Rotatorien anwenden I&sst:
F=vk (Formel 7)
(£ = Filtrationsrate, v = Volumen/Tier, £ = Geschwindigkeitskonstante).

Diese Formel ermittelt die benétigten Groflen iiber eine logarithmische
Umwandlung der Exponentialfunktion (Formel 2 und 3, S. 71).
Nach Einsetzen dieser Funktion lésst sich die Gleichung nach Gauld in fol-

gender Form wiedergeben:

F=v- Inc, ZInc, (Formel 8).
4
logc, —logc,
oder auch F=y.——=+ (Formel 9)
t-loge

(co = Erythrozytenkonzentration zu Versuchsbeginn, ¢, = Erythrozytenkon-

zentration zum Zeitpunkt 7).

Die Filtering rate (Clearing rate) entspricht also dem Mediumvolumen, wel-

ches die Zellzahl enthilt, die von einem Tier pro Zeiteinheit aufgenommen
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werden kann (Hargis, 1977; Starkweather et al., 1979 und Starkweather,
1980).

Fiir die Berechnung der Filtrationsrate werden die Rotatorien- und Erythro-
zytendichten bei Versuchsbeginn zugrunde gelegt. Damit ist auch ein
Vergleich mit bereits in der Literatur erschienenen Ergebnissen zur Verfiit-
terung von Partikeln verschiedenster Art (Tab. 7) moglich.

Wie der Literatur zu entnehmen ist, wurden bisherige Untersuchungen
hauptsédchlich mit unterschiedlichen Algen (Hirayama et al., 1972; Dewey,
1976; Yufera & Pascual, 1985; Korstad et al., 1989; Vadstein et al., 1993;
Hansen et al., 1997 und Navarro, 1999), Bakterien (Ito, 1955 und Vadstein
et al., 1993) und Hefezellen (Hino & Hirano, 1984) durchgefiihrt. Neben
diesen ,,natiirlichen Partikeln wurden auch kiinstliche Partikel (Latex-
Kugeln) zur Bestimmung der Filtrationsrate eingesetzt (Vadstein et al., 1993

und Ronneberger, 1998).
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Tab. 7: Filtrationsraten (Clearing rate = pl-Individuum™h™) bei B. plicatilis (nach

Zugabe unterschiedlicher Futterpartikel). Angaben aus der Literatur, die Autoren sind ver-

zeichnet (k. A. = keine Angaben).

Futterpartikel GrofBe der Filtrations-
. rate Autor
Partikel e a1q-1
[unl'ind -h™']
Synechococcus k. A. >3 Ito, 1955
Chlorella k. A. 0.18 - 6.0 Hirayama et al., 1972
Dunaliella spp. k. A. 1.0-9.0 Dewey, 1976
baker's yeast 4.74-4.97 pm 8.28 Hino et al., 1984
’ 4.31-4.45 ym 6.78 Hino et al., 1984
’ 4.31-4.45 ym 5.67 Hino et al., 1984
’ 4.74-4.97 ym 4.55 Hino et al., 1984
’ 4.20-4.31 uym 3.11 Hino et al., 1984
’s 4.97-5.20 um 2.95 Hino et al., 1984
’s 4.20-4.45 pym 2.65 Hino et al., 1984
’s 4.05-4.20 um 1.96 Hino et al., 1984
’s 4.45-4.57 pym 1.65 Hino et al., 1984
’s 4.05-4.20 um 1.31 Hino et al., 1984
Nannochloris oculata 1.8 pm 6 Ytfera et al., 1985
Max. 14.64
Nannochloris macula- 2.1 ym 6 Ytfera et al., 1985
ta Max. 14.64
Nannochloropsis ocu- 2.5 um 6 Ytfera et al., 1985
lata Max. 14.64
Nannochloropsis gra- 2.7 ym 6 Ytfera et al., 1985
ditana Max. 14.64
Isochrysis galbana k. A. Max. 3.4 - 6.9 Korstad et al., 1989
Isochrysis galbana 3.5 um 4.88 + 0.93 Vadstein et al., 1993
Latex beads 0.28 pum 0.011 + 0.003 Vadstein et al., 1993
Latex beads 0.57 pm 0.009 £+ 0.003 Vadstein et al., 1993
Latex beads 1.1 pm 0.044 + 0.016 Vadstein et al., 1993
Latex beads 2.0 um 0.18 + 0.05 Vadstein et al., 1993
Latex beads 3.1 um 0.17 £0.02 Vadstein et al., 1993
Bacterial community 1 0.37 pm 4.11 £0.87 Vadstein et al., 1993
Bacterial community 2 0.37 um 2.41 £ 0.66 Vadstein et al., 1993
Rhodomonas baltica 6.5 pm k. A. Hansen et al., 1997
Tetraselmis suecica 8.3 um k. A. Hansen et al., 1997
Thalassiosira fluviati- 12.9 ym k. A. Hansen et al., 1997
lis
live and freeze-dried k. A. Max. 4.46 — 5.24 Navarro, 1999
Nannochloropsis ocu-
lata
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In Tabelle 8 sind die aus unseren Fiitterungsversuchen berechneten Mittel-
werte fiir die Filtrationsrate festgehalten. Uberraschenderweise streuen hier
die Abweichungen zwischen den Versuchen mehr, als bei den Aufnahmera-
ten. Andererseits fillt auf, dass die Mittelwerte fiir die verschiedenen
Saugererythrozyten viel dhnlicher sind, als die der Aufnahmeraten (Tab. 6,
S. 72). In einer Stunde werden zwischen 3,5 pl (Rindererythrozyten), 4,8 pl
(Schafserythrozyten) und 6,5 pl (menschliche Erythrozyten) Medium von
einem Rédertier ,,geklért*, d.h. von den enthaltenen Partikeln befreit.

Der Durchmesser der Erythrozyten scheint also kaum Einfluss auf die

Filtrations-Aktivitit zu haben.

Tab. 8: Mittlere Filtrationsrate (Clearing rate = pl-Ridertier-h™) von B. plicatilis
nach Zugabe unterschiedlicher Sdugererythrozyten in Seewasser. In Klammern ist die Stan-

dardabweichung und der Standardfehler in Prozent vom Mittelwert angegeben.

menschliche Rinder- Schafs-
Erythrozyten Erythrozyten Erythrozyten
Anzahl der Ver- 35 12 13
suche
Arithmetischer
Mittelwert 6,5 35 48
Standard- 0 0 o
Abweichung * 6,8 (105%) +3,1 (89%) + 3,4 (71%)
Standard-Fehler + 1,1 (17%) + 0,9 (25%) + 0,9 (20%)

Auch die Histogrammdarstellung der Filtrationsraten (Abb. 22) macht deut-
lich, dass die Raten, die bei Versuchen mit Rinder- und Schafserythrozyten
erreicht wurden, im Rahmen derer fiir menschliche Erythrozyten lagen. Ra-
ten um 3,5-6,5 pl pro Stunde konnten am hiufigsten beobachtet werden.
Dies entspricht den aus der Literatur bekannten Filtrationsraten (Tab. 7,

S. 77).
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Abb. 22: Verteilung der Filtrationsraten [pl-Ridertier'-h™'] auf Klassen. Die ermittelten
Filtrationsraten wurden nach der Haufigkeit ihres Auftretens in den Versuchen auf Klassen
mit einer Klassenbreite von + 3 pl-Ridertier’-h” zusammengefasst. Die Zahlen auf der
Abszisse geben die Klassenmitten an.

(n = Anzahl der Versuche)

79



Ergebnisse und Diskussion

Bei Auswertung aller Versuche ergibt sich ein Hinweis darauf, dass die Filt-
rationsrate auch von der Erythrozytendichte beeinflusst wird.

Dies zeigt die folgende Zusammenstellung (Abb. 23). Hier sind die Filtrati-
onsraten gegen die Anzahl der Rédertiere pro 1000 Erythrozyten auf-
getragen. In diesem Diagramm entspricht die linke Seite hohen und die
rechte Seite niedrigen Erythrozytendichten.

In Konzentrationsbereichen, in denen die Zahl der pro Réidertier vorliegen-
den Erythrozyten sehr hoch ist, ist die erreichte Filtrationsrate bei allen
Erythrozytenarten konstant. Steigt die Dichte der Radertiere oder sind weni-
ger Erythrozyten/ml vorhanden, so ist ein ausreichender Nachschub an
Erythrozyten nicht gewéhrleistet. Die leichten Steigungen der Regressions-
geraden konnten andeuten, dass die Rotatorien versuchen, den ,Futter-

mangel* durch Steigern der Filtrationsrate auszugleichen.
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Abb. 23: Auftragung der Filtrationsrate gegen die Zahl der Ridertiere pro 1000 Ery-
throzyten. Die leichten Steigungen der Regressionsgeraden deuten an, dass die Filtrations-
rate steigen kann, wenn das Angebot an Erythrozyten/Rédertier sehr gering wird.

a) Steigung = 33,9; b) Steigung = 29,4; ¢) Steigung = 94,4.
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3.23 Volumenbestimmung des Verdauungstrakts

In den Fiitterungsansdtzen konnte beobachtet werden, das B. plicatilis Parti-
kel einstrudelt, solange solche im Medium verfiigbar waren. In Ab-
hiangigkeit von der Partikeldichte verlief die Darmpassage schneller oder
langsamer (siehe S. 38). Zur Uberpriifung dieser Zusammenhiinge ist auch
die Kenntnis des Volumens der Verdauungsorgane wichtig. Mit solchen
Werten lassen sich dann die Aufnahmeraten, die Aufnahmekapazititen und
die Passagezeiten miteinander vergleichen.

Die hier verwendeten Techniken liefern eine Reihe von Moglichkeiten das

Volumen der Verdauungsorgane zu ermitteln.

3.2.3.1 Ausmessen von gefiitterten Tieren

Die einfachste Vorgehensweise, das Volumen der Organe des Verdauungs-
traktes zu bestimmen, bestand in der Fiitterung von Rédertieren mit
Erythrozyten und anschliefender Ausmessung der Verdauungsorgane.

Wie beobachtet werden konnte, nahmen die Tiere so viele Erythrozyten auf,
dass Magen und Intestinum bald maximal gefiillt waren. Durch das freige-
setzte Hamoglobin farbte sich der Verdauungstrakt intensiv rot. Die
Rédertiere konnten anschlieend durch Dithionit im ausgestreckten Zustand
abgetotet und am Lichtmikroskop fotografiert werden.

Die Abmessungen von Magen und Intestinum wurden dann mit Hilfe der
Objektmikrometer-Skala bestimmt. Zur Berechnung des Volumens wurden

die Gleichungen fiir Kugeln bzw. Ellipsoide angewendet:

Volumen einer Kugel: V=4/3-7° -1 (Formel 10)

Volumen eines Ellipsoids: V=4/3-a*b-1 (Formel 11)
(2-b = Drehachse)

(r = Radius, a = 2 Hohe, b = ' Drehachse)
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In Tabelle 9 sind die Ergebnisse dieser Volumenbestimmung zusammenge-
fasst. Im Mittel konnen hiernach die Tiere 249 pl in ihren Verdauungstrakt

aufnehmen.

Die aus Tabelle 9 ersichtliche Streuung der Messungen innerhalb einer Po-
pulation ist nicht unerwartet. Die Tiere sind unterschiedlich grof3, neben
ausgewachsenen Raidertieren befinden sich auch Jugendstadien in den
Zuchtbecken.

Die Menge an aufgenommenen Partikeln unterscheidet sich von Tier zu
Tier, was sich auf die Volumenbestimmung des Magens auswirkte. Hinzu
kam, dass bei einigen Tieren der Darm gerade entleert worden war und we-
gen der nun fehlenden Rotfirbung in diesen Fillen auch keine

Volumenbestimmung des Intestinums mdglich war.

Auch mit Hilfe von FITC-Albumin gefiillten Erythrozyten-Ghosts lie3 sich
das Volumen des Verdauungstraktes bestimmen. Das Volumen konnte dhn-
lich der oben beschriebenen Methode iiber eine Fotografie am Fluores-
zenzmikroskop bestimmt werden. Die an vier Tieren durchgefiihrten Mes-
sungen ergaben ein Magenvolumen von 121-310 pl (Mittelwert: 205 £ 35%)
und ein Intestinumvolumen von 108-219 pl (Mittelwert 153 + 27%). Daraus
ergab sich ein Gesamtvolumen des Verdauungstraktes von durchschnittlich
358 pl (£ 30%).

Die ermittelten Volumina waren héher als nach Fiitterung mit Erythrozyten.
Hier spielte sicherlich eine Rolle, dass durch die intensive Fluoreszenz im
Verdauungstrakt die Zellen der Magen- und Intestinumwand nicht mehr

deutlich vom Lumen der Verdauungsorgane unterscheidbar waren.
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Tab. 9: Volumenbestimmung durch Ausmessen des Verdauungstrakts von B. plicati-
lis. Nach Fiitterung mit Erythrozyten wurden einzelne Tiere mit deutlich rot gefirbtem
Verdauungstrakt fotografiert und das Volumen der einzelnen Organe und das Gesamtvolu-
men durch Berechnung des Rauminhalts bestimmt. Eine Bestimmung des Darmvolumens

war nicht bei allen untersuchten Rédertieren moglich. (In Klammern ist die Standardabwei-

chung und der Standardfehler in Prozent vom Mittelwert angegeben.)

Tier Volumen des | Volumen des Volumen des
Magens Darms Verdauungstraktes
[pl] [pll [pll
1 163 - -
2 115 - -
3 229 143 372
4 137 95 232
5 180 - -
6 242 62 304
7 137 - -
8 113 - -
9 180 - -
10 99 - -
11 151 - -
12 212 - -
13 199 - -
14 137 75 212
15 129 44 173
16 165 69 234
17 165 59 224
18 230 59 289
19 160 100 260
20 125 65 190
21 235 - -
22 165 - -
Arﬁ;‘;&?&iﬁ‘:er 166,7 77,1 249
Ait‘izﬁfi'lg +42,5 (25%) +28,6 (37%) +59.3 (24%)
S?:ﬁgrd' +9.1 (5%) +9,1 (12%) +18,8 (8%)
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Nach Fluoreszenzmarkierung konnte das Volumen des Verdauungstraktes
mit Hilfe eines Mess-Programms auch am gescannten Bild des konfokalen
Laser-Scan-Mikroskops ermittelt werden.

Um zu tberpriifen, ob diese Methode praktikabel ist, wurde sie an einem
Tier erprobt. Das Ausmessen des Tieres ergab ein Volumen des Verdau-
ungstraktes von 110 pl (Magen 40 pl, Intestinum 70 pl). Dieser Wert ist
zwar niedriger, als bei den vorherigen Bestimmungen, ldsst jedoch keine
Riickschliisse auf eine Unzuverlédssigkeit dieses Verfahrens zu.

Die Werte liegen innerhalb der vorab gemessenen Toleranzen. Diese Me-
thode ist aber im Vergleich zu den vorherigen technisch wesentlich

aufwendiger.
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3.2.3.2 Volumenbestimmung mit Hilfe freigesetzter Hefezellen

Rotatorien wurden mit gefarbten Hefezellen (100 pl gefarbte Zellen/ml An-
satz) gefiittert und die Aufnahme der Zellen im Verdauungstrakt unter dem
Mikroskop verfolgt.

Dabei konnte beobachtet werden, dass Hefezellen vom Mastax nicht oder
kaum zerstort werden und als kugelige Gebilde in den Verdauungsorganen
sichtbar bleiben. Nach ca. 10 min wurde ein einzelnes Tier mit moglichst
wenig Medium entnommen und nach einer von Kleinow et al. (1991) ent-
wickelten Methode mit 5 pl Auflosungspuffer (siehe 2.5.5, S. 17) auf einen
Objekttrager mit Deckglidschen gegeben.

Der Auflosungspuffer 16ste durch die Kombination von denaturierenden und
reduzierenden Reagenzien das Rédertier (bis auf die Hartteile des Mastax)
vollstindig auf (Bender & Kleinow, 1988). Nach Abschluss des Auflo-
sungsvorganges (ca. 5 min) sind daher im Wesentlichen nur noch die vorher
im Verdauungstrakt enthaltenen Hefezellen sichtbar, die nicht angegriffen
werden (Abb. 24). Die nun frei vorliegenden Hefezellen wurden im Phasen-
kontrastmikroskop ausgezihlt. Uber die Anzahl und das mittlere Volumen

der Hefezellen lieB sich dann die GroBe des Verdauungstraktes bestimmen.

Diese Methode hat den Vorteil, dass durch die Kontrolle der Tiere im Fiitte-
rungsansatz ein maximal gefiilltes Einzeltier fiir die Volumenbestimmung
ausgewdhlt werden kann. Allerdings ist ein Auszdhlen der freigesetzten He-
fezellen sehr mithsam und nicht immer moglich, da die Zellen manchmal
sehr dicht und in mehreren Lagen {ibereinander liegen. Nur bei wenigen
Versuchen gelang es durch leichtes Klopfen auf das Deckglidschen die He-

fen auf dem Objekttrager gleichmifig auf einer Ebene zu verteilen.

Mit dieser Methode konnte bei zwei Tieren die Zahl der aufgenommenen
Hefezellen ermittelt werden. Aus dem Verdauungstrakt eines Tieres wurden
1182 Hefezellen freigesetzt, das andere Tier enthielt 2023 Hefezellen. Bei
einer mittleren ZellgréBe von 6 pm (Volumen = 113 pm’ bzw. fl) ergibt

sich ein Volumen des Verdauungstraktes von 134 bzw. 229 pl.
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Abb. 24: Phasenkontrastaufnahme von Hefezellen, die nach Behandlung eines Ridertieres
mit Auflosungspuffer (0,18 M SDS + 0,03 M Ammoniumhydrogencarbonat, pH 8, in 2 ml
Aqua dest. + 0,04 g DTT) aus dem Verdauungstrakt freigesetzt wurden. Neben den Hefe-

zellen sind noch die Hartteile des Mastax zu erkennen.
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3.233 Volumenbestimmung des Verdauungstrakts aus dem Ver-

lauf der 420 nm-Kurve bei den Fiitterungsversuchen

Auch die Auswertung der Fiitterungsexperimente lieferte eine Moglichkeit,
das mittlere Volumen des Verdauungstraktes der Radertiere abzuschétzen.

Dessen mittlerer Fiillungsgrad lie sich aus der photometrischen Bestim-
mung der Erythrozytenabnahme bei 630 nm oder 420 nm und der Be-
stimmung des freigesetzten Himoglobins (bei 420 nm) in den Fiitterungsan-

sdtzen berechnen (siehe 3.2.2, S. 63 fY).

Das nach ca. 20 min erreichte Extinktionsminimum bei 420 nm (siche
Abb.16, S. 64) kennzeichnete den Beginn der Ausscheidungsphase.

Wurden die Proben zentrifugiert und deren Absorption bei 420 nm erneut
bestimmt, so entsprachen die erhaltenen Extinktionswerte dem freien Ha-
moglobin, da intakte Blutzellen und auch Ghosts sedimentiert waren. Die so
erhaltenen Werte aus den ersten 20 min wurden von den Messwerten vor
der Zentrifugation subtrahiert. Die Differenz der erhaltenen Absorptions-
werte wurde mit dem aus den Kalibriergeraden ermittelten Faktor (Tab. 5,
S. 62) multipliziert und ergab damit die Zahl der von den Rédertieren auf-
genommenen Erythrozyten. Nach Division durch die Zahl der in der Probe
enthaltenen Rotatorien war eine Abschitzung des mittleren Fiillungsgrades

des Verdauungstrakts moglich.

In Tabelle 10 sind die aus dem Verlauf der Extinktionskurven bei 420 nm
berechneten Volumina des Verdauungstrakts fiir neun Fiitterungsansétze
(menschliche Erythrozyten in Seewasser) zusammengefasst. Das arithmeti-
sche Mittel von 241 pl entspricht dem Wert, der beim Ausmessen des
Verdauungstrakts ermittelt wurde (Tab. 9, S. 84).
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Tab. 10: Volumenbestimmung aus dem Kurvenverlauf der Extinktionen bei 420 nm

(neun Fiitterungsversuche mit menschlichen Erythrozyten in Seewasser). Nach Ermittlung

der Zahl der Erythrozyten/Rédertier ist die Volumenberechnung des Verdauungstrakts eines
Rédertieres moglich (Methodik siche S. 88)

Riader- Abnahme Erythrozy- durch-
tiere/ml der Erythro- ten / schnittliches
zytenzahl in | Ridertier in | Volumen des
20 min 20 min Verdauungs-
traktes [pl]
1 960 1,0-10° 1042 90
2 388 0,8:10° 1949 170
3 441 1,6-10° 3628 316
4 109 0,4-10° 3670 319
5 434 1,2-106 2765 241
6 299 1,0-10° 3344 291
7 643 2,5-10° 3888 338
8 284 0,7-10° 2465 214
9 369 0,8:10° 2168 189
Arithmeti-
scher 241
Mittelwert
Standard- + 82,8 (34%)
Abweichung
Standard- +27,6 (11%)
Fehler
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3.2.34 Volumenbestimmung des Verdauungstrakts aus dem Ver-

lauf der 630 nm-Kuve bei den Fiitterungsversuchen

Unter der Vorraussetzung, dass die Rédertiere des Fiitterungsansatzes ihren
Verdauungstrakt nach 20 min erstmalig maximal gefiillt haben, kann dessen
Volumen in dhnlicher Weise wie in 3.2.3.3 (S. 88) aus dem Verlauf der 630
nm-Kurve (Erythrozytenabnahme im Medium) berechnet werden. Extinkti-
onswerte bei dieser Wellenldnge wurden bereits fiir die Berechnung der
Aufnahmeraten (siche Tab. 6, S. 72) in Fiitterungsexperimenten mit unter-
schiedlichen Erythrozytenarten gemessen. Diese Aufnahmeraten gaben die
Erythrozytenzahl an, die durchschnittlich von einem Rédertier in einer Mi-
nute aufgenommen werden konnte. In den 20 min bis zur maximalen
Befiillung des Verdauungstraktes konnte ein Rédertier ca. das zwanzigfache
der pro min aufgenommenen Zahl an Erythrozyten zu sich nehmen. Durch
Multiplikation des so ermittelten Fiillungsgrades mit dem durchschnittlichen
Volumen der eingesetzten Erythrozytensorten, ergab sich das mittlere Vo-

lumen des Verdauungstraktes eines Rédertieres.

Tabelle 11 listet die in 20 min von einem Réadertier aufgenommene Zahl an
Erythrozyten und die daraus berechneten mittleren Volumina der Verdau-
ungstrakte der Rotatorien auf.

Je kleiner die Erythrozyten einer Sorte sind, umso mehr kann ein Radertier
davon aufnehmen. Vorrausgesetzt, dass das durchschnittliche Erythrozyten-
volumen wihrend des Zerkleinerungsvorgangs im Mastax nicht verdndert
wurde, konnten von den groBen Humanerythrozyten etwa 1500 und von den
kleineren Schafserythrozyten ca. 5300 Zellen in den Verdauungstrakt eines

durchschnittlichen Rédertieres aufgenommen werden.

Zur Abschitzung des Verdauungstraktvolumens mussten die ermittelten
Erythrozytenzahlen/Radertier mit dem durchschnittlichen Erythrozytenvo-
lumen der im Versuch eingesetzten Blutsorten multipliziert werden.

Wie erwartet sind die nach Fiitterung mit verschiedenen Erythrozyten be-
rechneten Volumina sehr dhnlich. Aus den Fiitterungsansidtzen mit Human-

erythrozyten ergab sich ein mittleres Volumen des Verdauungstraktes von
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ca. 127 pl. In den Versuchen mit Rinder- und Schafserythrozyten wurde ein

Volumen des Verdauungstraktes von ca. 101 bzw. 164 pl bestimmt.

Die relativ hohe Standard-Abweichung ldsst sich durch den zeitlich nicht
exakt bestimmbaren maximalen Fiillungsgrad erkliaren. So war aufgrund der
Versuchsdurchfiihrung eine Messung der Extinktionswerte nur in Abstinden
von 10 min méglich. Zudem wurde die Aufnahme der Erythrozyten bei Po-
pulationen untersucht, die Tiere unterschiedlichen Alters und damit

unterschiedlicher Grofe enthielten.

Tab. 11: Volumenbestimmung aus dem Kurvenverlauf der Extinktionen bei 630 nm.
Zahl der in den ersten 20 min aufgenommenen Zellen [Erythrozyten-Rédertier'-20 min™']
und daraus ermitteltes Volumen [pl] des Verdauungstraktes von B. plicatilis nach Zugabe
unterschiedlicher Sdugererythrozyten in Seewasser. In Klammern sind die Standardabwei-

chung und der Standardfehler in Prozent vom Mittelwert angegeben.

menschliche Rinder- Schafs-

Erythrozyten Erythrozyten Erythrozyten
Anzahl der Ver-
suche 35 12 13
Arithmetischer
Mittelwert der in
20 min aufge- 1453,8 2010,9 5273.4
nommenen
Erythrozyten
Standard-
Abweichung +937,7 (64%) + 880,1 (44%) | +2495,7 (47%)
Standard-Fehler + 158,5 (11%) +254,1 (13%) +692.2 (13%)
Erythrozytenvolu-
men [urn3=ﬂ] 87 50 31
Arithmetischer
Mittelwert des
berechneten Vo- 126,5 100,6 163,5
lumens
Standard-
Abweichung des + 81,6 (65%) 1 44,0 (44%) + 77,4 (47%)
Volumens
Standard-Fehler
des Volumens + 13,8 (11%) + 12,7 (13%) + 21,5 (13%)
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3.2.3.5 Ermittlung des Fiillungsgrades des Verdauungstrakts

nach Extraktion des Himoglobins

Das Volumen des Verdauungstrakts konnte, wie im vorherigen Abschnitt
beschrieben, tiber die Abnahme der Partikel im Medium ermittelt werden.
Es ist jedoch auch moglich, das in den Verdauungsorganen enthaltene Ha-
moglobin zu extrahieren, photometrisch zu bestimmen und dariiber den
Fiillungsgrad des Verdauungstraktes abzuschdtzen. Mit dieser Methode
konnten die durchschnittlichen Zahlen an Erythrozyten, die pro Rédertier im
Verdauungstrakt enthalten waren, ermittelt und den mikroskopisch be-
stimmten Anteilen an Tieren mit rot gefarbten Verdauungstrakten gegen-

tibergestellt werden.

Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden dazu aus den Fiitterungsansitzen
rddertierhaltige Proben (1 ml) entnommen und in vorbereitete Reagenzgla-
ser mit 20 mg festem Na-Dithionit {iberfiihrt. Durch die Wirkung des
Dithionit sanken die Tiere schnell zu Boden, die dariiber stehende erythro-
zytenhaltige Fliissigkeit wurde abgenommen. Restliche freie Erythrozyten
wurden durch zweimaliges Spiilen der Rédertierproben mit Seewasser ent-
fernt. Das noch im Verdauungstrakt befindliche Hémoglobin lie sich
anschlieBend mit Aqua dest. eluieren. Hierfiir wurden 2 ml Aqua dest. zum
Rédertier-Sediment gegeben und die Suspension unter gelegentlichem
Durchmischen fiir mindestens 20 min stehen gelassen. Danach wurde im
Uberstand die Extinktion bei 420 nm bestimmt.

Mit Hilfe des ermittelten Faktors (3.2.1.1, S. 52) war eine Riickrechnung der
Héamoglobinmenge auf die Erythrozytenzahlen/ml moglich. Die Division
des Ergebnisses durch die Zahl der (rot gefarbten) Rotatorien/ml, ergab den

durchschnittlichen Befiillungsgrad der Verdauungsorgane.

In Tabelle 12 sind die ermittelten Erythrozytenzahlen, die ein Rédertier im
Versuchsverlauf zu sich nahm, fiir zwei verschiedene Fiitterungsversuche
mit Humanerythrozyten zusammengefasst. Im ersten Ansatz mit ca. 2548
Rédertieren/ml Fiitterungsmedium waren die Tiere am Vortag zuletzt gefiit-

tert worden. Im zweiten Ansatz mit ca. 1983 Réadertieren/ml (,,Hungertiere*)
92



Ergebnisse und Diskussion

lag die letzte Fiitterung 48 Stunden zuriick.

In diesen Versuchen zeigten die Rotatorien eine maximale Aufnahmekapa-
zitdit von 1153 Erythrozyten/Rédertier bei den tdglich gefiitterten Tieren
bzw. von 1454 Erythrozyten/Rédertier bei den ,,Hungertieren*. Durch Mul-
tiplikation dieser Werte mit dem durchschnittlichen Volumen eines
menschlichen Erythrozyten (87 pm?®) lieB sich das Volumen des Verdau-
ungstraktes abschétzen. So errechnete sich ein ,,maximales® Verdauungs-

traktvolumen von 100 pl (gefiitterte Tiere) bzw. 127 pl (,,Hungertiere®).

Tab. 12: Fiillungsgrad [Erythrozyten/Radertier] des Verdauungstrakts von Brachio-
nus plicatilis. Nach Extraktion des Hamoglobins aus dem Verdauungstrakt und Messung

der Extinktion wurde die von einem Rédertier aufgenommene Erythrozytenzahl berechnet.

gefiitterte Tiere ,Hungertiere*
.. | AE4; | mit mit Erythro- | AE,,, | mit mit Erythro-

Zeit rotem |rotem |zyten / rotem |rotem |zyten/
[min| Ma- Magen |Riider- Ma- Magen |Rider-
gen/ml |[in %] |tier mit gen/ml |[in %] |tier mit

rotem rotem

Magen Magen

1 0,061| 738 60 518 0,055 | 466 47 741
5 0,204| 1110 95 1153 | 0,183 | 784 79 1454
10 0,234 1320 99 1114 | 0,176 | 882 89 1247
20 0,229 1312 97 1090 0,202 | 962 97 1310
30 0,194 1310 98 931 0,161 952 96 1061
40 0,136 1250 97 681 0,169 | 952 96 1113
50 0,123 1325 95 581 0,108 | 942 95 720
60 0,134 1100 93 765 0,107 | 634 64 1060
90 0,102 1412 94 451 0,047 | 377 38 783
120 0,049 990 84 312 0,016 | 218 22 457

Das mit dieser Methode bestimmte Volumen des Verdauungstrakts (100-
127 pl) liegt unter den Werten der mit den bisherigen Methoden bestimmten
Volumina (150-350 pl).
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Die Werte von Tabelle 12 sind in Abbildung 25 graphisch dargestellt. Aus
dieser Abbildung lédsst sich eine mogliche Erkliarung fiir die Abweichung
der Volumina von den bisher ermittelten Werten ableiten. Hier wurden ei-
nerseits die in den Tieren mit rotem Magen enthaltenen Erythrozyten und
andererseits der mikroskopisch bestimmte Anteil ,,gefarbter” Rédertiere

gegen die Zeit aufgetragen.
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Abb. 25: Prozentualer Anteil an Tieren mit rotem Magen und der von ihnen aufge-
nommenen Erythrozyten aus zwei Fiitterungsansétzen mit Humanerythrozyten.

—O—  Erythrozyten/,,Hungertier*

—&— Erythrozyten/,,geflittertem Tier*

—1— ,,Hungertiere* mit rotem Magen [%]

—m— ,.geflitterte” Tiere mit rotem Magen [%]

Eine Probe Rédertiere wurde zu den jeweiligen Zeitpunkten aus dem Ansatz entnommen
und mit Dithionit vermischt. Die Zahl an rot gefarbten Tieren wurde bestimmt. Die Tiere
wurden in Aqua dest. gegeben, wodurch das im Verdauungstrakt enthaltene Himoglobin
eluiert wurde. Anschliefend bestimmten wir die Extinktion der Probe bei einer Wellenlén-
ge von 420 nm. Die Extinktionswerte wurden mit Hilfe des aus der Kalibriergeraden
gewonnenen Faktors (3.2.1.2, S. 55) auf die Zahl der Erythrozyten zuriickgerechnet, die

sich durchschnittlich in den rot geférbten Rotatorien der Probe befanden.

In beiden Versuchsansétzen zeigt der Verlauf der Kurven, dass die Zahl der
von einem Rédertier aufgenommen Erythrozyten bereits 20 min nach Ver-

suchsbeginn abnimmt. Der Prozentsatz an Tieren, die im Mikroskop einen
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deutlich roten Magen zeigten, bleibt bis zur 50. Minute relativ konstant. Erst
dann nimmt ihr Anteil ab. Bei den Hungertieren sinkt der Wert rascher und
erreicht nach 120 min 22%. Der Prozentsatz der rot geféarbten ,,geflitterten*

Tiere geht im gleichen Zeitraum lediglich auf 84% zurtick.

Selbst wenn nahezu 100% der Tiere einen deutlich rot gefiarbten Magen
bzw. Verdauungstrakt zeigten, bedeutete das also nicht, dass alle Tiere ihren
Verdauungstrakt tatsdchlich maximal mit Erythrozyten bzw. Hadmoglobin
gefiillt hatten. Dies erklirt, warum diese Methode zu niedrigeren Werten fiir
das Volumen des Verdauungstraktes fiihrte. Weiter zeigte sich, dass die
mikroskopische Ermittlung des Prozentsatzes von Tieren mit rot gefarbtem
Magen eher eine vorldufige Abschétzung dariiber erlaubte, wie die Versor-

gung der Tiere mit Partikeln war.
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3.24 Einfliisse von Milieufaktoren auf die Nahrungspassage

Trotz anscheinend gleicher Bedingungen streuen die Werte der Aufnahme-
und Filtrationsraten betrachtlich. Daher wurde gepriift, ob weitere Parameter

Einfluss auf diese Vorgénge haben.

3.24.1 Mikroskopische Untersuchung des pH-Wertes in Magen

und Intestinum von B. plicatilis

Zwischen Magen und Intestinum besteht bei B. plicatilis ein deutliches pH-
Gefille. Mittels Hefezellen, die mit einem pH-Indikator gefarbt worden wa-
ren, konnte Klaus Kiihle (1983) Unterschiede im pH-Milieu von Magen und
Intestinum von B. plicatilis nachweisen. Das Intestinum zeigte einen deut-
lich saureren pH (6,0) als der Magen (7,4-7,8) bzw. das umgebende
Seewasser (7,8). Diese pH-Abnahme von pH 7,4 auf 6,0 lie auf eine Abga-
be von H'-lonen durch aktive Protonen-Pumpen schlieBen. Um diese
Pumpen zu charakterisieren, versuchte K. Kiihle, sie durch Erh6hung der
Pufferkapazitdt im Verdauungstrakt zu erschdpfen. Tatsdchlich schien eine
solche MaBnahme zur Verlangerung der Nahrungsverweilzeit im Magen
und schlieBlich zu einer volligen Blockade der Weitergabe an das Intesti-
num zu fithren. Von diesen Ergebnissen ausgehend, wurden die pH- und

Pufferverhiltnisse hier noch einmal iiberpriift.

Zur Untersuchung des pH-Werts im Verdauungstrakt von B. plicatilis wur-
den Bromthymolblau bzw. Bromphenolblau gefarbte Hefezellen eingesetzt.

Diese Zellen werden von den Ridertieren bereitwillig aufgenommen (siche

3.1.1, S. 29 ff).

In Abwandlung der Methode nach Kiihle (1983) wurde die Farbung der He-
fezellen durch Inkubation in einem 30 °C Wasserbad mit anschlieBender
Erhitzung auf 100 °C intensiviert. Der Vergleich mit nicht inkubierten Zel-
len zeigte, dass durch die 30 °C-Inkubation der Farbstoff tiefer in die

Hefezellen eindringen kann. Daher zeigten so gefarbte Hefezellen auch
96



Ergebnisse und Diskussion

nicht die sonst durch den Salzfehler im Seewasser verursachte Fehlfarbung.
Diese duflert sich dadurch, dass bei leicht basischen pH-Werten von Zucht-
medium (pH 7,2-7,6) und Seewasser (pH 8) der Indikator seine fiir den
sauren Bereich typische Gelbfarbung zeigt. Salzfehler beruhen auf der Bil-
dung von Hydrathiillen um die Salzionen. Durch die damit verbundene
Bindung groBerer Wassermengen verringert sich die molare Wasserkonzent-
ration. Diese Verschiebung des Protolysegleichgewichts des Indikators
bewirkt, dass die Indikatorséuren in Salzlésungen wie z.B. Seewasser einen
zu niedrigen pH-Wert anzeigen.

Kiihle hatte zur Vermeidung des Salzfehlers alle Versuche in Saccharose-
Losung durchgefiihrt. Durch die oben beschriebene Anderung der Firbeme-

thode wurde ein Einsatz der Hefezellen auch im Seewasser moglich.

Die Abbildungen 26a-c zeigen einen typischen Verdauungsvorgang nach
Fiitterung der Rotatorien mit intakten Hefezellen, die mit Bromthymolblau
gefarbt wurden.

Die im Medium zunichst blau-griin gefarbten Zellen werden aufgenommen
und sind nach wenigen Sekunden im Magen zu erkennen. Der Indikator
(Indikatorbereich von pH 6,0 (gelb) bis 7,8 (blau-griin)) zeigt dort seine fiir
einen basischen pH-Wert typische blau-griine Farbung.

Ein mechanischer Aufschluss der Hefezellen durch die Trophi des Mastax
ist nicht erkennbar: Zellige Strukturen sind sowohl im Magen als auch nach
Weiterleitung in das Intestinum (10 min nach Zugabe) feststellbar. Auch
dort sind die Zellen zunichst noch griin, fiarben sich dann aber - nach
SchlieBen des Sphinkters - innerhalb von 5 min deutlich gelb.

Wenige Minuten nach dem Farbumschlag beginnt der Inhalt des Intestinums
zu rotieren und es erfolgt die Darmentleerung. Die ausgeschiedenen Partikel
zeigen weiterhin eine zelluldre Struktur und driften rasch im Medium aus-
einander. Dort nehmen sie innerhalb kurzer Zeit wieder die gleiche blau-

griine Farbung wie vor der Aufnahme an.
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Abb. 26a-c: Fiitterung der Ridertiere mit Bromthymolblau-gefirbten Hefezellen.
Nach Zugabe der Hefezellen wurde die Zeitdauer bis zum Farbumschlag und die Darment-
leerung beobachtet. Beobachtung bei Tieren, die auf dem Objekttriger festgelegt waren.
Kalibrierungsbalken = 100 um

a = 10 min nach Zugabe: der Magen ist mit blau-griin gefarbten Zellen gefiillt, im Intesti-
num erscheinen die Zellen zunéchst dhnlich gefarbt, aufgrund ihrer geringen Anzahl aber
etwas heller.

b = 15 min nach Zugabe: die Zellen im Intestinum zeigen einen deutlichen Farbumschlag
zu gelb.

¢ = 17 min nach Zugabe: Entleerung des Intestinums. Die abgegebenen Partikel verteilen

sich im Medium und sind zunichst noch gelb gefarbt.
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Nach Fiarbung von Hefezellen mit Bromphenolblau, einem im pH-Bereich
von 3,0—4,6 (Farbumschlag von gelb nach blau) einsetzbaren Indikator, sind
im Seewasser deutlich blau gefarbte Zellen zu erkennen. Die Aufnahme und
Weiterleitung dieser Zellen im Verdauungstrakt lduft in den selben, oben
beschriebenen Zeitraumen ab, wobei jedoch kein Farbumschlag zu beobach-
ten ist (Abb. 27).

Der pH-Bereich des Verdauungstraktes muss also deutlich iiber einem pH-
Wert von 4 liegen. Bromphenolblau gefarbte Hefezellen sind daher nicht fiir
die Messung von pH-Unterschieden im Verdauungstrakt von B. plicatilis
geeignet. Da ihre Farbung aber sehr viel deutlicher ist, als die der Brom-
thymolblau gefarbten Zellen, eignen sie sich gut zur mikroskopischen
Untersuchung der Partikelaufnahme und der Passage durch den Verdau-

ungstrakt (3.1, S. 29 ff).

Abb. 27: Fiitterung eines Ridertieres mit Bromphenolblau-gefirbten Hefezellen.

Alle 5 min wurde eine Tierprobe aus dem Fiitterungsansatz entnommen und die Aufnahme
und Weiterleitung der Zellen mikroskopisch verfolgt. Das Foto zeigt ein Tier, 30 min nach
Zugabe der Hefezellen. Magen und Intestinum sind mit deutlich blau gefarbten Zellen ge-
fiillt. Die Zellen liegen scheinbar unbeschidigt im Verdauungstrakt vor. Ein Farbumschlag

ist nicht zu erkennen. Kalibrierungsbalken = 50 pm.
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass nur mit den Bromthymolblau ge-
farbten Hefezellen ein pH-Unterschied zwischen Magen und Intestinum
auch im Seewasser nachweisbar ist.

Der Farbton der im Magen beobachteten Zellen ist stirker griinlich, wéh-
rend im AuBenmedium (pH 8) der Farbton nach blau tendiert. Scharf von
beiden Farbtonen abgegrenzt ist die im Intestinum vorliegende Gelbfarbung.
Das Milieu des Magens liegt also im schwach basischen Bereich bei einem
pH-Wert von ca. 7,5 und im Intestinum herrscht ein saures Milieu mit einem

pH-Wert von 5,0-6,0.

Das H'-Ionenmilieu im Intestinum scheint auch eine Rolle bei der Weiter-
leitung der Nahrung zu spielen und die Darmentleerung zu beeinflussen. Die
Darmentleerung konnte stets erst beobachtet werden, wenn die im Intesti-
num enthaltenen Hefezellen ihre ,,saure* gelbe Féarbung angenommen

hatten.

Bestitigt wurden die Unterschiede des pH-Wertes von Magen und Intesti-
num durch Versuchsansdtze am konfokalen Laser-Scan-Mikroskop. Fiir
diesen Ansatz wurden Hefezellen mit dem pH-Indikatorfarbstoff SNARF-1-
Ester fiir 30 min inkubiert und durch dreimaliges Spiilen von iiberschiissi-
gem Farbstoff befreit. Die gefarbten Hefezellen wurden in Saccharose-
Losung (pH 7,0) aufgenommen und mit dem Rédertier-Medium gemischt.
Diese Versuche zeigten einen deutlichen Unterschied zwischen dem Milieu

des Magens und des Intestinums.

In Abb. 28 ist ein Tier nach Fiitterung mit markierten Hefezellen in einer
Falschfarbendarstellung zu sehen. Die iiberwiegend blaue Farbung des Ma-
gens in dieser Darstellung zeigt ein eher basisches Milieu im Lumen an. Die
gelb-roten Farben im Intestinum deuten auf ein saures Milieu hin.

(Die gelblichen Farbtone im Bereich des Mastax miissen auf andere Effekte
zuriickgefiihrt werden, da hier kein groBerer Hohlraum existiert, in dem pH-

Anderungen stattfinden konnten.)
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Abb. 28: Falschfarbendarstellung von Brachionus plicatilis nach Fiitterung mit
SNARF-1-Ester gefirbten Hefezellen. (In der Ubersichtszeichnung sind die Verdauungs-
organe durch Zahlen markiert.) Die blaue Farbung in den Magendriisen (3) und im Magen
(2) zeigt ein alkalisches Milieu an. Gelbrote Bereiche sind im Intestinumlumen (4) zu be-
merken und deuten auf ein stirker saures Milieu hin. Die gelbliche Farbung des Mastax (1)

beruht vermutlich nicht auf einen pH-Einfluf3.
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3.24.2 Einfluss des pH-Wertes im Medium

Um den Einfluss des pH-Wertes im AuBBenmedium auf die Verdauungspas-
sage zu untersuchen, flihrten wir Fiitterungsversuche in unterschiedlich
gepufferten 0,25 M Saccharoselosungen bei pH-Werten von 6,0 und 7,0
durch. Nach Ansaugen eines Tieres an die Haltekapillare wurden die geférb-
ten Hefezellen mit dem Medium vermischt. Durch das Inversmikroskop
konnte die Aufnahme der Zellen und deren Weiterleitung im Verdauungs-
trakt beobachtet werden. In Tab. 13 sind die Ergebnisse dieser Fiitterungs-

versuche zusammengestellt.

Tab. 13: Einfluss des pH-Werts auf die Weitergabe der Hefezellen im Verdauungs-
trakt. Die festgelegten Rédertiere wurden in Tris/HCl gepufferter 0,25 M Saccharoseld-
sung bei pH-Werten von 6,0 und 7,0 mit Bromthymolblau geférbten Hefezellen gefiittert.

Pro Molarititsstufe sind die ermittelten Zeiten von 10 beobachteten Tieren zusammenge-

fasst.

Molaritit des pH-Wert des | Verweildauer der Zeit bis zum

Tris/HCI-Puffers Puffers Hefezellen im Farbumschlag
[M] Magen [min] nach Weitergabe
an das Intesti-
num [min]
6,0 oo keine Weitergabe
0,05
7,0 4-15 5-10
6,0 6->20 bereits gelb
0,71
7,0 2-12 <1 sec

Bei einem pH von 6,0 in 0,05 molaren Tris/HCl-Puffer hatten Bromthy-
molblau gefdrbte Hefezellen bis zur Aufnahme in den Mastax eine gelb-
griine Farbung. Erst im Magen nahmen sie eine deutlich dunklere griine
Féarbung an. Nach Aufnahme einiger Zellen stellten die Riddertiere ihre Kau-
tatigkeit ein. Eine Weitergabe vom Magen an das Intestinum konnte nicht

beobachtet werden.
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Bei einem pH von 7,0 in 0,05 molaren Tris/HCI-Puffer zeigten die Hefezel-
len im Medium eine griine Farbung. 5-10 min nach Weitergabe an das
Intestinum war ein Farbumschlag nach gelb zu beobachten. Auch bei die-
sem pH-Wert wurde die Kautdtigkeit des Mastax mehrmals eingestellt und
Hefezellen durch Umkehrung des Cilienschlags oder der Kauerbewegung
nach auflen befordert. Erst nach lingerem Verweilen im Fiitterungsmedium

wurde kontinuierlich Nahrung aufgenommen und weitergeleitet.

In 0,71 molaren Tris/HCI-Puffer pH 6,0 waren die Hefezellen im Aullenme-
dium ebenfalls gelb gefdrbt und nahmen im Mastax und Magen eine helle
gelb-griine Farbung an. Die Weitergabe an das Intestinum war entweder
verlangsamt (frithestens nach 20 min) oder fand nicht statt. Ein Farbum-
schlag im Intestinum konnte nicht beobachtet werden, da die Zellen bereits

gelb gefdarbt waren.

In 0,71 molaren Tris/HCI-Puffer, bei einem pH von 7,0, waren die Rotato-
rien wesentlich aktiver und fiillten den Magen prall mit den bereits griin
gefarbten Zellen. Im Intestinum angekommen, zeigten die Hefen innerhalb
einer Sekunde nach SchlieSen des Sphinkters einen Farbumschlag nach gelb
(Tab. 13). In einzelnen Féllen (in Tab. 13 nicht erfasst) fiihrte eine stark
verzogerte Weitergabe der Zellen vom Magen an das Intestinum sogar zur

Ausdehnung des Magens (Abb. 29).

Diese Ergebnisse zeigen, dass der Verdauungsvorgang bei B. plicatilis
durch den pH-Wert des umgebenden Mediums (das vermutlich auch in den
Verdauungstrakt gelangt) beeinflusst werden kann. Allerdings hat eine sol-
che Anderung des pH-Wertes auch Einfluss auf die Aktivitiit der Rotatorien.
Besonders im sauren Milieu stellten die Tiere immer wieder die Nahrungs-
aufnahme ein und zeigten keine Schwimmbewegungen mehr. Nach
langerem Verweilen im sauren Medium lagen die meisten Tiere immobili-
siert am Boden. Bei Uberfiihrung dieser Rotatorien in alkalisches Milieu
erholten sie sich rasch wieder. Dies entspricht im Ubrigen auch den Beo-
bachtungen bei der Zucht von B. plicatilis. Sie gedeihen nur dann, wenn das

Zuchtmedium bei schwach alkalischen Werten gehalten wird.
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Abb. 29: Rédertier nach Fiitterung mit Bromthymolblau geférbten Hefezellen in 0,71 M
Tris/HCI-Puffer pH 7,0. Das Magenlumen ist durch die grof3e Menge an eingestrudelten
Hefezellen erweitert. Ein Teil der Zellen aus dem Magen wird gerade in das Intestinum

weitergeleitet. Kalibrierungsbalken = 100 pum.
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3.243 Vergleich der Aufnahme- und Filtrationsraten in

gepufferten Medien

Durch Beobachten von festgelegten Einzeltieren, die mit gefarbten Hefezel-
len gefiittert wurden (Kiihle, 1983), war bereits der Einfluss der Molaritét
auf die Nahrungspassage deutlich geworden.

Eigene Untersuchungen bestdtigen diese Beobachtungen. So zeigten Tiere,
die in Tris/HCI-Puffer steigender Molaritét gehalten wurden (Molaritétsstu-
fen 0,007-0,71 M) bei den hoheren Molarititen eine verldngerte Passagezeit.
Bei einer Puffer-Molaritit von 0,71 wurde bei einem pH-Wert von 6,0 die
Weitergabe der Hefezellen vom Magen an das Intestinum haufig eingestellt,
was zu einer starken Ausdehnung des Magens fiihrte. Bei den niedrig mola-
ren Puffern (0,007-0,036 M) setzte die Kautitigkeit des Mastax verspéitet

ein, so dass sich zunéchst die Zellen im Pharynx vor dem Mastax stauten.

Aufgrund der zeitaufwendigen Beobachtung von Einzeltieren an der Halte-
kapillare konnten nur wenige Individuen untersucht werden. Die erhaltenen
Passagezeiten zeigten zudem eine breite Streuung. Trotz der Bemiihungen,
die duBeren Bedingungen der Fiitterungsansitze moglichst konstant zu hal-
ten, sind mehrere Parameter denkbar, die die Nahrungsaufnahme der
Rotatorien negativ beeinflussen. So spielte sicher eine Rolle, wie und wo
das Réadertier durch die Haltekapillare angesaugt wurde und wie oft es zu
Storungen der Partikelaufnahme durch Erschiitterungen oder vorbei
schwimmende Rédertiere kam. Partikel sanken hdufig zu Boden oder ver-
teilten sich unregelmifBig im Medium. Die Nachlieferung von frischen

Partikeln variierte daher vermutlich von Tier zu Tier.

Es wurde deshalb versucht, entsprechende Aussagen mit groferen Tierzah-
len zu iiberpriifen. In Fiitterungsexperimenten mit hoher Tierdichte lieB sich
die ,,Cycling time*, d.h. die Passagezeit durch den Verdauungstrakt, durch
Messen von freigesetztem Himoglobin photometrisch ermitteln (3.2.2, S. 63
ff). Eine Frage war, ob sich die so ermittelte mittlere Passagezeit verlinger-
te, wenn die Puffer-Molaritit erhoht wurde. Zur Beantwortung dieser Frage

wurde folgender Versuchsansatz benutzt:
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Die abgefilterten und konzentrierten Rotatorien wurden zunidchst mit dem
entsprechenden Puffermedium mehrfach vorgespiilt und so schlielich in
den gewlinschten Puffer tiberfiihrt. Die im gleichen Puffer angesetzte Ery-
throzyten-Suspension wurde anschlieBend hinzugefiigt. Alle 5-10 min
wurden Proben aus dem rotatorienfreien Kompartiment entnommen (siche
2.6.6, S. 23 fY). Innerhalb parallel gefiihrter Versuche wurde eine dhnliche
Dichte, sowohl der Erythrozyten, als auch der Rédertiere angestrebt.

Tris/HCI-Puffer wurde, wie bei Kiihle (1983), in 0,25 M Saccharose-Ldsung
angesetzt, da die Zugabe von Tris zu Seewasser zur Trilbung der Losung

fiihrte. TRA, Citrat und MES-Puffer wurden mit Seewasser angesetzt.

Abbildung 30 zeigt die Extinktionskurven von Fiitterungsansitzen in
0,25 M Saccharose-Losung mit Tris/HCI-Puffern pH 7,8, aber unterschied-
licher Molaritit.

Im ungepufferten oder nur schwach mit 0,05 M Tris/HCI gepufferten Ansatz
beginnt das Entfernen der Erythrozyten aus dem Medium anscheinend mit
Verzogerung. Die Passagezeiten erscheinen gegeniiber Ansétzen in Seewas-
ser verldngert, die Ausscheidung des Himoglobins beginnt erst nach ca. 40-
50 min.

Wenn Tris/HCl in hoherer Molaritdt im Medium vorliegt, verringert sich die
Darmpassagezeit. In 0,2 M Tris-Puffer liegt die Passagezeit bei 15 min, in
0,36-0,6 M Puffer geht sie auf 10 min zuriick. Mit steigender Molaritét ver-
ringert sich jedoch auch die Menge an freigesetztem Hémoglobin (zu
erkennen an der abgeflachten Kurve der Extinktion bei einer Wellenlénge
von 420 nm). Ab einer Molaritit von 0,43 M steigt die Extinktion bei 420
nm nur noch geringférmig, d.h. aus dem Verdauungstrakt der Rédertiere

wird nur wenig Himoglobin ausgeschieden.
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Abb. 30: Einfluss der Puffer-Molaritit (Tris/HCI-Puffer pH 7,8 in 0,25 M Saccharose)
auf die Aufnahme von menschlichen Erythrozyten bzw. die Ausscheidung von Hdmoglobin
durch die Rédertiere. Nach Zugabe von 4 ml Erythrozytensuspension zu 60 ml Radertier-
Medium, wurden zu verschiedenen Zeitpunkten tierfreie Proben entnommen und deren
Absorption im Photometer bei 420 nm bestimmt. Die Kurven geben den Verlauf der Ex-

tinktion in folgenden Medien wieder:

—e— ungepuffertes Seewasser
—¥— ungepufferte Saccharose
—&— 0.05 M Tris/HCI in Saccharose
—O— 0.20 M Tris/HCI in Saccharose
—— 0.36 M Tris/HCI in Saccharose
—+ 0.60 M Tris/HCI in Saccharose
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Aus der Tabelle 14 und nach Darstellung der Filtrationsraten als Balkendia-
gramm (Abb. 31) ist zu sehen, dass das Puffern des Mediums mit 0,1 M
Tris/HCI eine positive Wirkung auf die Nahrungsaufnahme hat. Die Filtrati-
ons- und Aufnahmerate sind bei dieser Molaritit hoch, wenn auch nicht der
Wert der Filtrationsrate im Seewasser erreicht wird. Eine schwichere oder
stirkere Pufferung mit Tris/HCl wirkt sich hingegen negativ auf die Parti-

kelaufnahme durch die Radertiere aus..

Tab. 14: Filtrationsrate (Clearing rate, Formel 9, S. 75) und Aufnahmerate (Ingestion
rate, Formel 5, S. 71) von B. plicatilis nach Zugabe von menschlichen Erythrozyten in
Tris/HCI gepuffertem 0,25 M Saccharose-Medium. Molaritit des Tris/HCI-Puffers wie

angegeben. Der pH des Puffers wurde (wenn nicht anders vermerkt) auf 7,8 eingestellt.

Molaritat Réder- |Erythro- Filtrationsrate | Aufnahmerate
tiere/ml |zyten/ml-10° | [uI-Rédertier -h'] | [Erythrozyten-
Ridertier'min™']
Seewasser 233 2,07 6,51 72,69
ohne Tris/HCI
pH 5.7 406 4,08 1,51 75,61
0,050 M,
pH 6.0 279 3,17 0,84 39,48
0,007 M 344 3,15 0,80 36,59
0,050 M 415 4,28 3,04 115,49
0,100 M 404 3,51 4,34 105,73
0,200 M 407 3,17 2,45 78,67
0,360 M 338 3,32 1,01 47,10
0,430 M 377 3,20 0,62 29,42
0,500 M 508 2,98 0,37 16,74
0,600 M 568 3,12 0,19 9,36
0,710 M 385 3,47 0,02 1,15
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Abb. 31: Filtrationsrate [pl-Ridertier’-h™'] der Rédertiere nach Fiitterung mit menschli-
chen Erythrozyten in Tris/HCI gepufferter Saccharose-Losung (pH 7,8). Zum Vergleich
wurde zusétzlich die Filtrationsrate in ungepuffertem Seewasser und in ungepufferter Sac-

charoseldsung aufgetragen.

In weiteren Versuchsreihen wurden Puffersubstanzen benutzt, die ohne
Schwierigkeiten in Seewasser eingesetzt werden konnen. Dabei zeigte sich,
dass neben der Molaritit auch noch die chemische Natur der Substanz die

Vorginge im Verdauungstrakt beeinflusst.

In Tabelle 15 sind die Ergebnisse einer Versuchsreihe mit TRA in Seewas-

ser, bei einem pH-Wert von 7,8, zusammengefasst.

Dabei scheint 0,05 M TRA in Seewasser die Passage sogar noch gegeniiber
ungepuffertem Seewasser zu beschleunigen. Die Darmpassagezeit liegt in

0,05 M TRA bei ca. 15 min, wihrend sie im Seewasser etwa 20 min betragt.

Mit steigender Molaritdt nehmen die Filtrations- und Aufnahmeraten ab. So
sinkt die Filtrationsrate von ca. 4 pl-Ridertier-h™ bei 0,05 M TRA-Puffer
auf 0,05 pl-Rédertier"-h™" in 0,6 M TRA-Puffer (Abb. 32). Dies bestitigt die
mikroskopische Beobachtung, dass bei 0,6 M TRA die Erythrozytenauf-
nahme fast ganz zum Erliegen kam und die Tiere offensichtlich geschédigt
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waren. Da die Zugabe von 0,6 M Puffer zu Seewasser auch eine erhebliche
Erhohung der Osmolaritét bedeutete, ist eine nahe liegende Vermutung, dass

die Immobilisierung der Tiere hierauf zuriickzufiihren sein konnte.

Tab. 15: Filtrationsrate (Clearing rate, Formel 9, S. 75) und Aufnahmerate (Ingestion
rate, Formel 5, S. 71) von B. plicatilis nach Zugabe von menschlichen Erythrozyten in

TRA gepuffertem Seewasser mit einem pH von 7,8 bei den angegebenen Molaritéten.

Molaritit | Radertiere/ | Erythro- Filtrationsrate | Aufnahmerate
ml zyten/ml-106 [ul-Rédertier*h™"] | [Erythrozyten-
Ridertier''min™']
0,05 M 428 4,68 3,84 131,65
0,10 M 246 4,26 3,07 149,36
0,20 M 310 4,50 2,57 129,33
0,36 M 408 4,78 1,91 103,02
0,43 M 410 4,80 1,42 84,92
0,50 M 247 4,69 1,26 84,26
0,60 M 234 4,64 0,49 35,79
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Abb. 32: Filtrationsrate der Rédertiere nach Fiitterung mit menschlichen Erythrozyten in

TRA gepuffertem Seewasser (pH 7,8).
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Um den Einfluss der Osmolaritit des Mediums auf die Aktivitdt der Réder-
tiere zu untersuchen, wurden Kontrollansidtze mit Erythrozyten in doppelt
konzentriertem Seewasser, das eine Osmolaritdt von ca. 2 osmol/l hatte,
durchgefiihrt. Diese Kontrollversuche wurden mit ,,Hungertieren* (letzte
Fiitterung vor 48 Stunden) und mit normal geflitterten Tieren durchgefiihrt.
Zur Auswertung wurde zu verschiedenen Zeiten der Anteil von Tieren mit

(rot) gefiilltem Verdauungstrakt ermittelt.

Wurden ,,Hungertiere* in doppelt konzentriertem Seewasser beobachtet, so
war bereits innerhalb weniger Minuten eine Rotfarbung des Verdauungs-
traktes zu erkennen. Nach 10 min hatten 82 % der Tiere einen deutlich rot
gefarbten Magen und innerhalb von 30 min waren 92 % intensiv rot geférbt.
Ein Nachlassen der Farbung war erst zu beobachten, wenn sich die Dichte
der Erythrozyten im Medium verringert hatte.

Rédertiere, die am Vortag gefiittert wurden, zeigten unter diesen Umstdnden
dagegen eine verlangsamte Nahrungsaufnahme. Erst nach 20 min waren 1%
der ausgezéhlten Tiere deutlich rot gefarbt. Nach 90 min war schlielich bei
77% der Rotatorien ein gut gefiillter Magen zu erkennen.

In beiden Anséitzen schwammen die Tiere ohne Anzeichen von Beeintrdch-

tigung aktiv im Medium herum.

Diese Ergebnisse zeigen, dass stark erhohte Osmolaritit die Aufnahme von
Partikeln beeinflussen kann, aber jedenfalls zu keiner Herabsetzung der Ak-
tivitét fiihrt.

Dies entspricht den Ergebnissen von S. Heuser (1987):

B. plicatilis, als osmokonformer Organismus, wird durch die osmotischen
Bedingungen seiner Umgebung nicht unmittelbar geschidigt. Bei einem
erhohten Salzgehalt von Seewasser (50 %o) oder einer reduzierten Salzkon-
zentration (unter 6 %o) wird lediglich eine Wirkung auf die Wachstumsrate
sichtbar.

Die Einstellung der Aktivititen von B. plicatilis, in Gegenwart von 0,6 M
TRA, scheint daher in erster Linie auf die hohe Konzentration dieser

Chemikalie zuriickzufithren zu sein.
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Weiter wurde Citrat als Puffersubstanz untersucht. Auch hiermit ist im See-
wasser die Einstellung des pH auf 7,8 moglich.
In Tabelle 16 und Abbildung 33 werden Filtrations- und Aufnahmeraten

von Rédertieren in mit Citrat gepuffertem Seewasser zusammengefasst.

Tab. 16: Filtrationsrate (Clearing rate, Formel 9, S. 75) und Aufnahmerate (Ingestion
rate, Formel 5, S. 71) von B. plicatilis nach Zugabe von menschlichen Erythrozyten in mit

Citrat gepuffertem Seewasser pH 7,8 der angegebenen Molaritdten.

Molaritit | Radertiere/ | Erythro- Filtrationsrate | Aufnahmerate
ml zyten/ml-1 0% |[ul'Radertier'-h™'] |[Erythrozyten-
Ridertier''min™']
0,05 M 305 4,30 2,62 125,99
0,10 M 405 4,93 0,96 64,91
0,20 M 392 4,90 0,05 4,05
0,36 M 294 4,25 0,12 8,35
0,43 M 261 4,31 0,11 7,78
0,50 M 350 4,70 0,10 7,69
0,60 M 348 4,58 0,16 11,89

=

&3

= i

(0]

2

2

3

[}

8 -

(2]

c 4

el

S0 T T ™ T T T
w 0.05 0.10 0.20 0.36 0.43 0.50 0.60

Molaritat des Puffers [M]

Abb. 33: Filtrationsrate der Rédertiere nach Fiitterung mit menschlichen Erythrozyten in

Citrat gepuffertem Seewasser (pH 7,8).

Es ist zu sehen, dass die Filtrationsrate in Seewasser mit Citrat stets niedrig
ist. Bereits durch Citrat einer Molaritdt von 0,05 M sinkt die Filtrationsrate
im Vergleich zu ungepuffertem Seewasser um mehr als die Hilfte, auf ca.
2,6 pl-Ridertier*h” ab. Nach Zusatz von 0,1 M Citrat zu Seewasser liegt
die Filtrationsrate unter 1 pl-Ridertier-h™ und bei hoheren Molaritéten bei

ca. 0,1 pl-Réadertier-h™.
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Der Zusatz von Citrat zu Seewasser hatte offensichtlich ungiinstigere Aus-
wirkungen, als die bisher untersuchten Puffer. Die Messungen der Extink-
tionen bei 420 nm zeigten, dass sich bei einer Molaritét von 0,05 M auch die
Darmpassagezeit deutlich verlangerte (von 15 min im Seewasser auf 25-30
min).

In Seewasser mit 0,2 M Citrat wurden offensichtlich Verdauungsaktivititen
nahezu eingestellt (Aufnahmerate von 4 Erythrozyten-Radertier'-min™).
Mikroskopische Kontrollen zeigten, dass fast alle Tiere im Fiitterungsansatz

regungslos am Boden lagen.

In einer nichsten Versuchsreihe wurde fiir diese Versuche ein ,,Good"-
Puffer mit geeignetem pK-Wert eingesetzt. Die sogenannten ,,Good*“-Puffer
bestehen aus Substanzen, die moglichst wenig Einfluss auf physiologische
Vorgéinge haben sollten (Good et al., 1966). Wir benutzten MES, das einen
pK-Wert von 6,15 besitzt.

In Tabelle 17 und in Abbildung 34 sind die Ergebnisse von Flitterungsver-
suchen in ,,MES*“-gepuffertem Seewasser zusammengestellt. Die Filtrations-
raten und die Aufnahmeraten stimmen im Rahmen der Standardabweich-

ungen mit den Werten {iberein, die im Seewasser ermittelt wurden.

Bei Verwendung von MES-Puffer war auch der Verlauf der Kurven fiir die
Extinktion bei Wellenldngen von 420 und 630 nm gegeniiber denen in un-

gepuffertem Seewasser kaum veréndert.
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Tab. 17: Filtrationsrate (Clearing rate, Formel 9, S. 75) und Aufnahmerate (Ingestion
rate, Formel 5, S. 71) von B. plicatilis nach Zugabe von menschlichen Erythrozyten in

MES gepuffertem Seewasser bei einem pH von 7,8 und den angegebenen Molarititen.

Molaritit | Radertiere/ | Erythrozy- | Filtrationsrate |Aufnahmerate
ml ten/m1-10° | [ul'Ridertier"h™'] | [Erythrozyten-

Ridertier''min™]
0,02 M 415 4,46 4,16 130,33
0,05 M 695 4,09 3,44 70,84
0,05 M 443 4,49 6,01 118,71
0,10 M 684 4,10 3,39 72,76
0,10 M 574 4,35 5,68 80,76
0,I15M 482 4,57 3,91 116,10
0,20 M 210 4,62 4,20 208,07
0,20 M 449 4,71 5,71 124,50
0,20 M 411 4,28 5,81 125,58
0,40 M 406 4,49 2,54 113,46
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Abb. 33: Filtrationsrate der Rédertiere nach Fiitterung mit menschlichen Erythrozyten in
MES gepuffertem Seewasser (pH 7,8).
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Das Ergebnis aller Versuchsreihen lédsst sich wie folgt zusammenfassen:

Die Verldngerung der Passagezeiten in Fiitterungsansitzen mit hoher Osmo-
laritdt, die durch Beobachten von Einzeltieren festgestellt wurde, kann mit
diesem Versuchsansatz nicht nachgewiesen werden.

Die Zusammensetzung des Mediums hatte aber einen deutlichen Einfluss
auf die Aufnahme und Weiterleitung von Partikeln im Verdauungstrakt. Die
Wirkung auf die Radertiere hing dabei stark von der chemischen Natur der
eingesetzten Puffer-Substanz ab. Die Art der Substanz hatte Einfluss darauf,

ab welcher Molaritit eine Wirkung auf die Tiere zu beobachten ist.
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3.2.5 Untersuchung von Resorptionsvorgingen im

Verdauungstrakt von B. plicatilis

Da bei der Registrierung der Extinktion bei 420 nm einerseits die Abnahme
der intakten Erythrozyten, andererseits aber auch der Anstieg des wieder
ausgeschiedenen Hamoglobins erfasst werden konnte, scheint es auch mog-
lich, eine Bilanzierung beider Vorgidnge gegeneinander vorzunehmen.

Eine solche Bilanzierung konnte Hinweise darauf liefern, in welchem Maf3e
aus den Erythrozyten freigesetztes Protein im Verdauungstrakt von B. plica-

tilis resorbiert wird.

3.2.5.1 Resorption von Himoglobin

In einer Versuchsreihe wurde die Menge des durch die Rédertiere freige-
setzten Hdamoglobins mit der maximal in den Erythrozyten enthaltenen
Hamoglobinmenge verglichen. Um einen direkten Vergleich zu haben, wur-
de parallel zum Fiitterungsansatz die gleiche Menge an Erythrozyten in
Aqua dest. (ohne Rotatorien) himolysiert.

Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde aus beiden Ansétzen, nach Ab-
zentrifugieren, die Extinktion bei einer Wellenldnge von 420 nm und damit

das freie Himoglobin ermittelt.

In Abbildung 35 sind die Extinktionen von freiem Blutfarbstoff nach Zentri-
fugieren im Uberstand des Fiitterungsmediums und nach Einspritzen der

Erythrozytensuspension in Aqua dest. aufgetragen.

Die Extinktion des Hdmoglobins aus den hdmolysierten Erythrozyten zeigt
iber die gesamte Versuchszeit konstant ihren Maximalwert von 0,8.

Die Réidertiere im Fiitterungsansatz schlieBen die Erythrozyten auf und ge-
ben aus ihrem Verdauungstrakt freies Himoglobin in das AuBenmedium ab.
Die Extinktion bei 420 nm nimmt, nach kurzer Verzogerung, wiahrend der
ersten 20 min linear zu, anschlieBend flacht die Kurve ab. Nach 80 min ha-

ben die Rotatorien die Menge an Hidmoglobin aus den Erythrozyten
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freigesetzt, die der 100-prozentigen Freisetzung durch Hdmolyse entspricht.
Eine Resorption von Hédmoglobin findet also nicht statt oder ist jedenfalls

mit dieser Methode nicht nachweisbar.

0,6

AE 420

0.4

20 30 40 50 60 70 80
Zeit [min]

Abb. 35: Himoglobinfreisetzung aus Erythrozyten in Aqua dest. und durch Verfiitterung
an Rotatorien. Messung der 420 nm-Extinktion des Himoglobins im Uberstand nach der

Zentrifugation.

—e— Ftterungsansatz

—O— dleiche Menge von Erythrozyten in Aqua dest.

Die Analyse weiterer Fiitterungsversuche mit Erythrozyten ergab ebenfalls
kein eindeutiges Ergebnis. Dies muss nicht bedeuten, dass keine Resorption
stattfindet, sondern dies kann auch an der ungeniigenden Auflosung der hier

angewendeten Differenzmethode liegen.

Anhand der Ergebnisse eines anderen Fiitterungsexperiments mit menschli-
chen Erythrozyten in Seewasser, wird im Folgenden die Menge an mdg-
licherweise resorbiertem Hdmoglobin zusammen mit den dabei zu erwar-

tenden Fehlern abgeschétzt:

a) Zur Zeit 0 min wurde ein AEg30 nm von 0,3652 gemessen, am Ver-

suchsende, nach 60 min, betrigt AE¢30 nm 0,1576. Durch die Multi-
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plikation der Extinktion mit der mittleren Steigung der Kalibrierge-
raden 13,2-10° £ 4% (Tab. 4, S. 58) wurde die bei 0 bzw. 60 min pro
ml Medium enthaltene Zahl der Erythrozyten ermittelt:

0 min = 4,8-10° £ 0,2-10° Erythrozyten/ml
60 min = 2,1-10° + 0,1-10° Erythrozyten/ml.

Aus der Differenz dieser Werte ergab sich die Zahl an Erythrozyten,
die von den im Versuch eingesetzten 441 + 40 Réidertieren/ml inner-

halb von 60 min aufgenommenen wurde:

2,7-10° + 0,3-10° Erythrozyten/ml.

Durch die mechanische Zerstorung der Erythrozyten im Mastax
miissten also insgesamt 78,3-10° + 7,8-10° pg Hiamoglobin von 441
Rédertieren freigesetzt worden sein. Das entspricht einer Menge von

0,15-10° bis 0,19-10° pg Hamoglobin pro Rédertier.

Umgekehrt wurden nach der Zentrifugation im Uberstand die Mengen des

Héamoglobins, die von Anfang an in den Erythrozyten vorhanden waren, wie

folgt ermittelt:

b)

Im Uberstand wurde nach 60 min ein AE42 nm von 0,4269 gemessen.
Die Division durch den Umrechnungsfaktor 1,4 (siehe S. 55) und die
Multiplikation mit der aus den Kalibriergeraden ermittelten Steigung
(Tab. 5, S. 62) ergab eine Erythrozytenkonzentration von 2,2-10° +
5% Erythrozyten/ml.

Von den 441 Ridertieren wurden also 63,8-10° + 3,2-10° pg Himog-
lobin freigesetzt. Das entspricht einer Menge von 0,14-10° bis

0,15-10° pg Himoglobin/Rédertier.

Vergleicht man die Menge an freigesetztem Hédmoglobin im Medium mit

der in den aufgenommenen Erythrozyten enthaltenen Hdmoglobin-Menge,
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so liegen beide Werte innerhalb des statistischen Fehlers. Eine Differenz

und damit Resorption ist also nicht ausgeschlossen, aber nicht nachweisbar.

Ein Grund dafiir, dass auf diesem Weg Resorption nicht nachweisbar ist,
kann an technischen Einzelheiten der Versuche liegen:

Um das ausgeschiedene Hamoglobin messen zu konnen, mussten einerseits
hohe Erythrozytendichten eingesetzt werden, andererseits fithrten hohe Par-
tikelkonzentrationen aber auch zu einer schnelleren Passage und zu
rascherem Austausch des Inhalts des Verdauungstraktes (siche 3.1.2.3.1,
S. 42). Daher war hier die Zeit fiir die Resorptionsvorginge besonders kurz
und der Anteil des resorbierten am durchgeschleusten Himoglobin beson-

ders gering.

Dass die Himoglobin-Resorption im Verdauungstrakt von B. plicatilis nicht

nachweisbar ist, konnte aber auch ,,nicht-technische‘ Griinde haben:

l. Das Hamoglobin kdnnte als Nahrungsstoff zu artifiziell sein.

2. B. plicatilis ist moglicherweise nur in der Lage, Partikel aber keine
16slichen Stoffe zu resorbieren.

3. B. plicatilis resorbiert zwar den Proteinanteil des Himoglobins, gibt
aber das (bei einer Wellenldnge von 420 nm absorbierende) Hiam

wieder ab.

Die dritte Moglichkeit wurde mit folgendem Ansatz ausgeschlossen:
Rédertiere wurden mit Erythrozyten gefiittert und nach 20 min gefiltert, so
dass nicht aufgenommene Zellen aus dem Medium entfernt wurden. Ein
Teil der Rotatorien wurde in frisches Seewasser iiberfithrt, wihrend die an-
dere Hailfte der Tiere in Seewasser mit Hefezellen inkubiert wurde.

Zwei Stunden nach Zusatz der Hefe wurden beide Ansétze abgefiltert und
die von Rotatorien und Hefe gereinigten Uberstinde in Dialyseschliduche
aus Zellulose gegeben. Die eingesetzten Dialyseschlduche halten Molekiile
bis zu einem Molekulargewicht von 3500 Da zuriick, kleinere Molekiile
diffundieren ins AuBenmedium. Freies Him mit einem Molekulargewicht

von 620 Da sollte also ungehindert durch die Poren der semipermeablen
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Membran gelangen konnen, wihrend Globin-gebundenes Him (Molekular-
gewicht 6200 Da) im Inneren des Schlauchs verbliebe.

Nach der Dialyse wurden Wellenldngen-Spektren gemessen. Bei keiner
Probe war das fiir Him typische Absorptionsspektrum erkennbar.

Dies kann nicht an der zu geringen Menge an Ham in der Probe gelegen
haben, wie folgende Abschétzung zeigt:

Aus der am Ende des Fiitterungsversuches gemessenen Extinktion des frei-
gesetzten Hdmoglobins (AE 420 = 0,1732) errechnete sich eine Erythro-
zytenkonzentration von 0,87-10° Erythrozyten/ml (siche 3.2, S. 51 ff). Dies
ergibt einen Himoglobingehalt von 25,23 pg/ml Medium.

Nach der Verdiinnung in der Dialyse miissten noch 2,97 pg/ml (entspricht
ca. dem Hiamoglobingehalt von 1,02-10° Erythrozyten) vorliegen, eine Kon-
zentration, die flir den photometrischen Nachweis von Hdm ausreichend ist.
Hém lag also nicht frei im AuBBenmedium vor, sondern war weiter an Globin
gebunden und konnte daher nicht durch die semipermeable Membran des

Dialyseschlauchs diffundieren.

Zu den Alternativen 1 und 2 ist folgendes zu bemerken:

Bisher konnten in Rasterelektronenmikroskop-Aufnahmen mit Sicherheit
die Endocytose von Partikeln im Magen beobachtet werden (Kleinow et al.,
1991). Gegen eine Aufnahme nur von Partikeln spricht allerdings schon die
mechanische Bearbeitung der Nahrung durch den Mastax. Auch der Nach-
weis von hydrolytischen Enzymen mit pH-Optima, die dem pH-Wert des
Magens entsprechen (Kiihle & Kleinow, 1985 und 1989), war ein Indiz da-
fiir, dass Stoffe dort verdaut und aufgenommen werden konnten.

Ein weiterer Hinweis auf die Resorption von Hdmoglobin, war die verblei-
bende roétliche Restfirbung im Verdauungstrakt nach Austausch der Ery-
throzyten durch Hefezellen (siehe 3.1.2.3.1, S. 42 ff).

In Austauschversuchen mit Albumin beladenen Erythrozyten-Ghosts konn-
te, nach Entfernung der vorher zugegebenen FITC-Albumin Ghosts aus dem
Verdauungstrakt, mikroskopisch eine Restfluoreszenz im Magen beobachtet
werden. Ob es sich hierbei wirklich um resorbierte Proteine handelte, wird

im Folgenden untersucht (siehe 3.2.5.2).
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3.2.5.2 Direkter Nachweis der Resorption von Proteinen

Wie bereits besprochen, kann der Darminhalt von B. plicatilis schnell aus-
getauscht werden (siehe 3.1.2.3.1, S. 42 ff). Diese Technik wurde benutzt,
um schliissig die Aufnahme von in Erythrozyten-Ghosts eingeschlossenen

Proteinen nachzuweisen.

Diese Versuche verliefen wie folgt:

Rédertiere wurden mit Ghosts gefiittert, die mit FITC markiertem Albumin
beladen waren. Nach wenigen Minuten zeigte sich eine hell leuchtende Flu-
oreszenz im Verdauungstrakt. Zu diesem Zeitpunkt wurden alle frei im
Medium vorliegenden Ghosts abgefiltert und durch fluoreszenzfreie, mit
unmarkiertem Albumin beladene Ghosts ersetzt. Dies bewirkte, dass in kur-
zer Zeit alle im Lumen des Verdauungstrakts befindlichen Partikel entfernt
und durch gleichartige aber nicht fluoreszierende ersetzt wurden. Dennoch
konnte fiir einen Zeitraum von bis zu 2 h eine Restfluoreszenz im Verdau-

ungstrakt nachgewiesen werden (Abb. 36).

Wenn durch das Nachfiittern von unmarkierten Ghosts alle Partikel aus dem
Lumen des Verdauungstraktes entfernt wurden, so kann die zuriickbleibende
Fluoreszenz nur darauf beruhen, dass FITC-markiertes Albumin aus dem

Lumen in die Zellen der Verdauungsorgane aufgenommen wurde.

Hieran anschlieBend stellte sich die Frage, ob Rotatorien, die ldnger, d.h.
iber eine Stunde mit fluoreszierenden Ghosts geflittert wurden, mehr FITC-
Albumin aufnehmen kénnen und dies durch eine intensivere Fluoreszenz in
den Magenzellen anzeigen wiirden. Daher wurden Tiere zu verschiedenen
Zeitpunkten aus dem Fiitterungsansatz entnommen und, nach Entfernen der
fluoreszierenden Ghosts, im Mikroskop die Intensitit der im Verdauungs-
trakt zuriickbleibenden Restfluoreszenz beurteilt.

Tiere, die iiber eine Stunde FITC-Albumin Ghosts aufnehmen konnten,
zeigten jedoch eine dhnliche Fluoreszenz in den Magenzellen wie Tiere, die
nur einige Minuten fluoreszierende Ghosts aufnahmen.

Das kann bedeuten, dass ein Unterschied der Fluoreszenzintensitét lichtmik-
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roskopisch schlecht feststellbar ist oder dass die Absorptionsprozesse so
rasch ablaufen, dass es nicht zu einer Anreicherung von fluoreszierendem

Material in den Zellen des Magens kommen konnte.

Abb. 36a-b: Resorption von FITC markiertem Albumin durch B. plicatilis.

Rédertiere wurden mit Erythrozyten-Ghosts gefiittert, die mit FITC-Albumin beladen wa-
ren. Nach 5-15 min wurden die Fluoreszenz-Ghosts durch dreimaliges Spiilen der Tiere mit
Seewasser in einer Filterapparatur entfernt. Alle noch im Lumen des Verdauungstrakts
befindliche Fluoreszenz wurde durch anschlieBende Fiitterung mit Erythrozyten-Ghosts, die
mit nicht-fluoreszierendem Albumin beladen waren, entfernt. Die Bilder zeigen Aufnahmen
eines Tieres, ca. 2 Stunden nach Fiitterung mit FITC-Albumin-Ghosts:

a) Fluoreszenz-Bild, b) zur Lokalisation der Fluoreszenz im Verdauungstrakt wurde Bild a
invertiert und iiber eine Hellfeldaufnahme des gleichen Tieres gelegt.

Kalibrierungsbalken = 60 pm
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Um die Resorptionsvorgénge genauer beobachten zu konnen, wurden Fiitte-
rungsexperimente bei ca. 15 °C, einer Temperatur, bei der die Aufnahme
von Partikeln verlangsamt abléuft, durchgefiihrt. Auch hier war jedoch kein
eindeutiger Unterschied in der Menge des resorbierten Materials zu erken-

nen.

Die beobachtete Restfluoreszenz konnte allerdings auch auf im Medium
vorliegende, nicht abgefilterte FITC-Albumin Ghosts oder auf unspezifisch
an der Oberfliche der Magenzellen anhaftendes FITC-Albumin beruhen.
Um dies zu kontrollieren wurden diese Versuche auch mit (unterschiedlich
stark) fixierten Ghosts durchgefiihrt. Eine Fixierung von Erythrozyten oder
Ghosts mit Glutardialdehyd fiihrt zu einer Stabilisierung der Erythrozyten-
membran, sie wird so widerstandsfiahiger gegeniiber mechanischer Bean-

spruchung (3.1.2.4, S. 47).

Nach Zugabe von 0,05% Glutardialdehyd-fixierten Ghosts waren im Magen
noch einzelne intakte Fluoreszenz-Ghosts sichtbar. Uber 90% wurden je-
doch zerkaut und die enthaltene Fluoreszenz im Lumen des Verdau-
ungstrakts freigesetzt. Nach Filtration und Spiilung mit fluoreszenzfreien
Ghosts, waren keine zelluldren Gebilde in den Verdauungsorganen zu er-
kennen. Eine abgeschwichte, diffuse Fluoreszenz blieb auch hier iiber

Stunden erhalten.

Nach Verfiitterung von FITC-Albumin-Ghosts, die mit 0,1% Glutardialde-
hyd fixiert wurden, waren zunichst im Magen und anschlieend auch im
Intestinum fluoreszierende ,,Kugeln“ zu erkennen. Die Fluoreszenz im Ver-
dauungstrakt war im Vergleich zu vorherigen Versuchen deutlich
schwicher. Nach Ausscheidung des Darminhalts waren noch ,,intakt™ aus-
sehende Ghosts erkennbar, die sich rasch im Medium verteilten.

Durch mehrmaliges Filtern und Austausch der Zellen durch fluoreszenzfreie
Albumin-Ghosts, verschwanden die Fluoreszenz-Ghosts allméihlich aus dem
Lumen von Magen und Intestinum und eine sehr schwache Restfluoreszenz
blieb zuriick. Es war deutlich zu erkennen, dass wesentlich weniger Ghosts

von den Réidertieren zerkaut wurden und daher auch in geringerem Umfang
123



Ergebnisse und Diskussion

Fluoreszenz freigesetzt wurde. Somit konnte auch weniger fluoreszierendes

Material vom Réadertier resorbiert werden.

Wurden die Rotatorien mit 0,5% Glutardialdehyd fixierten Ghosts gefiittert,
so war zundchst eine gleich intensive Fluoreszenz wie bei den schwicher
fixierten Ghosts zu sehen. Die Fluoreszenz verschwand jedoch vollstindig
nach Abfiltern der fluoreszierenden Zellen und Zusatz von unmarkierten

Ghosts.

Mit dieser Methode ist also ein rascher und vollstindiger Austausch von
unverdauten Fluoreszenz-Ghosts gegen unmarkierte Ghosts moglich. Es
zeigte sich aullerdem, dass eine Resorption der (fluoreszenzmarkierten) Pro-
teine nur dann erfolgte, wenn es den Tieren moglich war, die angebotenen
Partikel im Mastax zu zerkauen und das FITC-Albumin im Lumen des Ver-
dauungstraktes frei zu setzen. Die Beobachtungen belegen noch einmal,
dass nach einer Fixierung mit 0,1% Glutardialdehydlosung die Erythrozy-
tenmembran so weit stabilisiert ist, dass die mechanische Leistungsfahigkeit
des Mastax ihre Grenze erreicht (siehe S. 47). Nach Behandlung mit Glutar-
dialdehyd-Konzentrationen tiber 0,1% passierten die Zellen unzerkaut den

Verdauungstrakt.
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33 Abschlieffende Bemerkungen und

allgemeine Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Methoden zur Charak-
terisierung der Verdauungsvorgéinge von B. plicatilis eingesetzt. Die dafiir
verwendeten Partikel wurden auf Grund ihrer mikroskopischen und photo-
metrischen Eigenschaften zur Bestimmung von Verdauungsprozessen
ausgewdhlt. Dass einige von ihnen nicht als natiirliche Nahrungsstoffe im
Lebensraum der Rédertiere vorkommen, spielte dabei nur eine untergeord-

nete Rolle.

Die Saugererythrozyten, die auf Grund ihrer den natiirlichen Nahrungsparti-
keln entsprechenden GréBe (Mensch: 7,5 um; Rind: 5,9 um; Schaf: 4,8 um;
Literaturwert fiir natiirliche Partikel: ca. 5 um; Hino & Hirano, 1984;
Vadstein et al., 1993; Rothhaupt, 1990) von den Rotatorien ohne Schwierig-
keiten aufgenommen wurden, zeichnen sich durch ihre lichtmikroskopische
sichtbare Rotfarbung aus. Diese auf den hohen Himoglobingehalt (ca. 35%)
zuriickzufiihrende intensive Farbung reicherte sich, nach Aufnahme der Zel-
len und deren mechanischer Zerstérung durch den Mastax, im Verdauungs-
trakt von B. plicatilis an. Das Lumen der Verdauungsorgane zeigte eine

leuchtende Rotfarbung.

Die Passage der Erythrozyten bzw. des aus ihnen freigesetzten Himoglobins
durch die einzelnen Abschnitte des Verdauungstrakts kann durch Festlegen
von einzelnen Tieren mit Hilfe einer Saug-Kapillare und durch Beobachten
der Vorginge durch ein Inversmikroskop verfolgt werden. Da nur eine ge-
ringe Anzahl von Tieren mit dieser Methode untersucht werden konnten,
zeigte sich eine groBe Schwankungsbreite in den ermittelten Passagezeiten
(10-30 min). Dies mag daran liegen, dass die physiologische Konstitution
(z.B. Alter der Tiere und Erndhrungszustand) eine Rolle spielt und es auBer-

dem nicht immer gelang, die Tiere iiber einen ldngeren Zeitraum zu fixieren.

War der erzeugte Unterdruck in der Saug-Kapillare zu gro3, wurde das Ri-
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dertier mit der Zeit in die Kapillare gesaugt. Manchmal gelang es einigen

Individuen, sich aus der Halterung wieder zu befreien.

Ein weiterer Grund fiir die unterschiedlichen Passagezeiten lag darin, dass
der Nachschub an Partikeln nicht konstant gehalten werden konnte. Die Ery-
throzyten sanken mit der Zeit auf den GefdBboden und waren damit fiir die
festgelegten Rotatorien unerreichbar. Trotz dieser Einschridnkungen war
jedoch der Ablauf der Verdauungsprozesse und deren Einordnung in grobe

Zeitrahmen mit dieser Methode moglich.

Beim Beobachten von festgelegten Einzeltieren bestdtigte sich, dass B. pli-
catilis mehrere Moglichkeiten zur Kontrolle der Partikelaufhahme und
deren Weiterleitung hat. Durch die Cilien des Buccalfeldes und durch ,,Um-
kehrbewegungen* des Mastax (Clement et al., 1980) konnen Partikel aus
dem Pharynx entfernt werden. Der Transport vom Osophagus zum Magen
und die Weiterleitung ins Intestinum wird ebenfalls durch Membranellen
und Cilien gesteuert (Kleinow et al., 1991). Zusétzlich kontrollieren Sphink-
ter-Muskeln den Ubertritt der Partikel vom Magen ins Intestinum und die

Darmentleerung.

Der zusitzliche Einsatz von Hefezellen (Durchmesser: 5-7 um) und Ery-
throzyten-Ghosts ermoglichte es, den Austausch von Partikeln aus dem
Verdauungstrakt zu verfolgen. So konnte der Einfluss der Nahrungskonzent-
ration auf die Geschwindigkeit der Nahrungspassage und die Resorption

von Nahrungsbestandteilen bestimmt werden.

Der Strudelapparat nimmt bei ausreichendem Angebot ununterbrochen Par-
tikel auf. Vom Tier werden sie dann aufgrund des begrenzten Volumens des
Verdauungstraktes schnell wieder abgegeben. Demnach muss die Passage-
zeit und die Absorption von der Konzentration frischer Partikel abhingen.
Um diesen Austausch besser beobachten zu konnen, wurden lichtmikrosko-

pisch unterscheidbare Partikel eingesetzt.
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Wurde nach Fiittern der Rédertiere mit Erythrozyten das Medium entfernt
und durch eine Hefezell-Suspension ersetzt, so verschwand die Rotfarbung
im Verdauungstrakt von B. plicatilis sehr rasch, im Vergleich zu Tieren, bei
denen nur die Erythrozyten entfernt wurden. Die Aufnahme von Hefezellen
bewirkte also ein beschleunigtes Entfernen von Erythrozyten aus dem Ver-
dauungstrakt und damit das Verschwinden der Rotfarbung. Kehrte man den
Versuch um und fiitterte zundchst mit Hefezellen und dann mit Erythrozy-
ten, so erfolgte der Austausch der Partikel mit dhnlicher Geschwindigkeit.
Dies beweist, dass in diesem Fall das Freirdumen des Verdauungstraktes
nicht aufgrund der Bevorzugung eines Nahrungspartikels erfolgte, sondern

allein vom Angebot frischer Partikel abhéngig war.

In groBeren Fiitterungsansidtzen mit geeigneten Rotatoriendichten war es
moglich, die in Einzelversuchen individuellen Schwankungen der Partikel-

aufnahme und -weitergabe weitestgehend auszuschalten.

Die Bestimmung der Extinktion bei 630 nm ermdglichte es, die Abnahme
der Erythrozytenkonzentration im Medium und damit die Aufnahmerate von
B. plicatilis photometrisch zu bestimmen. Der Einsatz von Erythrozyten hat
den Vorteil, dass zur Ermittlung der Aufnahmerate keine radioaktive Mar-
kierung benoétigt wird (Starkweather & Gilbert, 1977a) und die Passagezeit
nicht in das Ergebnis einflieft. Allerdings zeigte sich im Gegensatz zu den
Versuchen mit radioaktiv markiertem Futter keine Linearitit bei der Auf-
nahme der Erythrozyten. Dies mag daran gelegen haben, dass es nicht
moglich war, die Blutzellen in einer Konzentration einzusetzen, die dem
Maximalwert der Aufnahmerate entsprach. Eine Messung der Extinktion ist
nur auswertbar, wenn die untersuchte Suspension einen Wert von ca. 0,5
nicht iiberschreitet, da ein linearer Zusammenhang zwischen Konzentration
und Extinktion nur bis zu diesem Wert feststellbar ist. Bei menschlichen
Ery-throzyten ist diese Proportionalitit bis zu einer Konzentration von 6-10°
Erythrozyten/ml, bei Schafserythrozyten bis zu 7,5-10° Erythrozyten/ml und
bei Rindererythrozyten bis ca. 10-10° Erythrozyten/ml gegeben.
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Bei diesen Erythrozytendichten sank die Aufnahmerate der Ridertiere mit
Abnahme der Erythrozytenkonzentration. Dieser exponentielle Abfall
scheint einer Kinetik erster Ordnung zu folgen.

Nach Ausmessen des Verdauungstraktes und nach Berechnung der Menge
an enthaltenen Erythrozyten bzw. Hidmoglobins war eine Abschédtzung des
Volumens des Verdauungstraktes moglich. Das durchschnittliche Volumen

eines Réadertieres liegt zwischen 100-358 pl.

Die Aufnahmerate betrug bei menschlichen Erythrozyten durchschnittlich
73 + 47 Zellen/Radertier und Minute. Die maximale Befiillung des Verdau-
ungstraktes miisste also nach den Werten aus den Fiitterungsversuchen in
ca. 20 min erreicht sein. Dies stimmt gut mit der Passagezeit bei den beo-
bachteten festgelegten Einzeltieren und mit der ,,cycling time* von 20-30
min bei Fiitterung mit radioaktiv markierten Partikeln (Starkweather & Gil-

bert, 1977 a; Korstad et al., 1989) iiberein.

Durch den Einsatz von radioaktiv markierten Partikeln wurde ermittelt, dass
nur 20% des aufgenommenen Futters im Verdauungstrakt resorbiert wird
(Doohan, 1973). Diese geringe Resorptionsrate konnte auf die hohe Kon-
zentration der zur Verfiigung stehenden Futterpartikel zurlickgefiihrt
werden.

Die Beobachtung, dass sich die Passagezeit nach Entfernen aller Futterpar-
tikel wesentlich verlidngerte, unterstiitzt diese Annahme. Unter diesen
Bedingungen ist auch mit einer erhéhten Resorptionsrate zu rechnen.

Mit Hilfe der FITC-Albumin beladenen Ghosts wurde diese Annahme {iber-
priift. Die Intensitdt der absorbierten Fluoreszenz schien jedoch nicht vom
Zeitpunkt der Zugabe der Austauschpartikel abhingig zu sein. Die beobach-
tete Fluoreszenz blieb gleich, unabhédngig davon, wie lange die Rédertiere
die markierten Partikeln aufnehmen konnten.

Vielleicht war ein Unterschied aufgrund des emittierten Fluoreszenzlichts
nicht erkennbar oder die Resorptionsvorgédnge verliefen zu schnell um sie zu
verfolgen. Im letzteren Fall sollte es moglich sein, durch Fiitterungsansétze
bei ca. 15 °C, einer Temperatur, bei der die Aufnahme von Partikeln ver-

langsamt ablduft, die Vorgédnge genauer zu beobachten. Auch hier war kein
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eindeutiger Unterschied in der Menge des resorbierten Materials zu erken-
nen. Wurden nach dem Abfiltern der fluoreszierenden Partikel keine neuen
Partikel angeboten, so war bei diesen Tieren eine deutlichere Fluoreszenz zu
beobachten, die zudem {iber eine ldngere Zeit erhalten blieb. Dies liegt dar-
an, dass der Austausch von Partikeln aus dem Verdauungstrakt unterbleibt,

wenn nicht neue Nahrung zur Verfiigung steht.

Die Ergebnisse der bisherigen Untersuchungen mit befiillten Erythrozyten-
Ghosts machen ihren Einsatz fiir weitere Untersuchungen denkbar. So koénn-
te, z.B. durch Befiillen mit geeigneten Substraten, ein Nachweis von

Verdauungsenzymen direkt in den Verdauungsorganen moglich werden.
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4. Zusammenfassung

Mit Hilfe von Markerpartikeln wurden verschiedene Aspekte der Nahrungs-
aufnahme und der Verdauungsphysiologie des Rédertieres Brachionus pli-
catilis untersucht. Als Markerpartikel wurden fixierte und unfixierte Ery-
throzyten, unterschiedlich beladene Erythrozyten-Ghosts sowie gefarbte und

ungefarbte Hefezellen eingesetzt.

1. An einzelnen festgelegten Ridertieren wurde der Zeitverlauf der Parti-
kelaufnahme und deren Weiterleitung beobachtet.
B. plicatilis kann die Aufnahme von Partikeln aktiv regulieren. Daran
beteiligt sind vor allem die Cilien des Strudelapparates; sie lassen nur
Partikel bis 10 um durch. Neben der GroB3e spielen auch andere (vermut-
lich chemische) Partikeleigenschaften eine Rolle. Partikel, die bereits
den Schlund passiert haben, werden durch Umkehrbewegungen des

Mastax ausgestof3en.

2. Die Nahrungsaufnahme und die Geschwindigkeit der Weiterleitung wird
durch verschiedene Parameter beeinflusst:
a) Erndhrungszustand,
b) Temperatur des Mediums,
c) Partikeldichte,
d) mechanische AufschlieBbarkeit der Partikel im Mastax.

3. Anhand von Fiitterungsansétzen mit hohen Tierdichten wurde die Auf-
nahme von Erythrozyten und die Freisetzung des in ihnen enthaltenen
Héamoglobins durch photometrische Bestimmung untersucht. Die Ab-

nahme der Erythrozyten im Medium folgt einer Kinetik erster Ordnung.

4. Die mittlere Aufnahmerate (Ingestion rate) fiir Humanerythrozyten be-
tragt ca. 73 Erythrozyten-Rédertier'-min™', bei Rindererythrozyten ca.
101 Erythrozyten-Rédertier'-min™ und bei Schaferythrozyten ca. 264

Erythrozyten-Radertier-min™.
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10.

Nach Fiitterung der Rotatorien mit Humanerythrozyten wurde eine mitt-
lere Filtrationsrate von 6,5 pl-Rédertier-Stunde™ ermittelt. Mit Rinder-
und Schaferythrozyten ergaben sich Filtrationsraten von 3,5 bzw. 4,8

ul-Rédertier'-Stunde™.

Das Volumen des Verdauungstraktes von B. plicatilis wurde mit unter-
schiedlichen Methoden ermittelt. Das durchschnittliches Volumen be-

tragt danach zwischen 100-358 pl.

Ein pH-Unterschied zwischen Magen (pH 7,5) und Intestinum (pH 5-6)
konnte mit Hilfe von Hefezellen, die mit verschiedenen pH-Indikatoren
gefarbt wurden, nachgewiesen werden. Untersuchungen mit fluoreszie-
renden pH-Indikatoren im Laser-Scan-Mikroskop bestitigten die Unter-
schiede zwischen Magen und Intestinum.

Ein schwach alkalischer pH des Mediums begiinstigt sowohl die Nah-

rungsaufnahme als auch die Zucht der Rédertiere.

Die Molaritit des Puffers hat Einfluss auf die Nahrungsaufnahme. Bei
den meisten der untersuchten Pufferlésungen sank die Filtrationsrate der
Rédertiere, wenn die Puffer-Molaritit erhoht war. MES gepuffertes
Seewasser zeigte aber bis zu einer Puffer-Molaritit von 0,2 M keinen

Einfluss auf die Filtrationsrate.

Die Resorption von Hdamoglobin konnte nicht eindeutig nachgewiesen
werden, obwohl nach Fiitterung mit Erythrozyten eine leichte Rotfér-
bung des Verdauungstraktes tiber Stunden sichtbar blieb.

Die Resorption von FITC-markiertem Albumin wurde jedoch im Fluo-

reszenzmikroskop dokumentiert.
Der Einsatz von befiillten Erythrozyten-Ghosts scheint ein geeigneter

Ansatz zur gezielten Freisetzung von Enzym-Substraten und Indikatoren

im Verdauungstrakt von Brachionus plicatilis zu sein.
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