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DER HISTOGCHEMISCHE NACHWEIS VON SCHWERMETALLEN IN DEN
CHLORIDZELLEN AQUATISCHER INSEKTEN ALS INDIKATOR FUR DIE
GEWASSERBELASTUNG.

W. WICHARD & M. SCHMITZ!

Abstract

In experiments using the methods of electrolyte histochemistry in combination with microana-
lysis of x-rays and with radio-active zinc it was shown that the chloride cells of mayfly larvae
and other aquatic insects accumulate heavy metals. The chloride cells are suggested as indicators
of heavy metal pollution in water.

Einleitung

Die Osmoregulation aquatischer Organismen steht in unmittelbarem Zusammen-
hang mit den im Wasser gelosten Salzen. Sie bewirken einen osmotischen Druck
im Wasser und induzieren in Anhingigkeit von ihrer Konzentration eine osmoti-
sche Hyper- oder Hyporegulation. Die Insekten befinden sich meist als Bewohner
salzarmer Gewisser im hypotonischen Milieu und sind demzufolge zur hyperos-
motischen Regulation befihigt. Zur Aufrechterhaltung der hohen ionalen Himo-
lymphkonzentration pumpen sie geldste Salze aus dem wissrigen Milieu in die
Himolymphe. Fiir diese notwendige Salzaufnahme kommen beispielweise bei Ein-
tagsfliegen die Chloridzellen auf dem Integument der Larven in Frage (WICHARD,
KOMNICK & ABEL 1972).

Bei den Chloridzellen ist in einer Initialphase der Ionen-absorption die Akkumu-
lation von Ionen aus dem umgebenden Wasser vorgeschaltet. Nach histochemischen
Befunden werden hierbei im Apex der Zellen Kationen (N2") und Anionen (Cl)
unter der wahrscheinlichen Beteiligung von Mucosubstanzen angereichert (WICH-
ARD & KOMNICK, 1971; KOMNICK, RHEES & ABEL, 1972). Es bleibt weiteren
Arbeiten die Klirung vorbehalten, ob und in welcher Weise den Strukturen des
Apex eine allgemeine [onenaustauscherfunktion zugeschrieben werden kann. Diese
Untersuchung demonstriert allein die Schwermetallakkumulation in den Chloridzel-
len und will auf die Bedeutung der Chloridzellen als Indikator fiir die Gewdsser-
belastung aufmerksam machen.

Freilanduntersuchung

Zum histochemischen Nachweis der Schwermetallakkumulation in den Chloridzel-
len wurden Larven von Baetis rhodani L. (Ephemeroptera, Baetidae) aus dem nur

1. Wir danken Herrn Prof. Dr. W. KLOFT, Institut fir Angewandte Zoologie der Universi-
tit Bonn, fir einen Arbeitsplatz und die Moglichkeit zu Szintillationsmessungen.
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schwach mit Schwermetallen belasteten Pleisbach untersucht. Der Pleisbach
entspringt als Logebach im Siebengebirge und entwissert nach einem ca 30 km
langen Lauf iiber die Sieg in den Rhein. Bei Uthweiler ist die Probestelle des
Pleisbachs der Gateklasse II - 111 (B—a mesosaprob) zugeordnet. Zur chemischen
Charakterisierung mogen zwei im August und September 1974 ausgefiihrte
Analysen dienen:

pH 78 — 80
Leitfahigkeit uS cm™ 330 — 380
0, mg/1 82 - 83
O, -Zehrung mg/1 20 — 3.2
Co, mg/1 53 - 6,3
NH,* mg/1 05 — 0,7
NO,- mg/1 0,1 — 0,25
NO; mg/1 22,5 — 31,7
Kalzium mg/1 43,0 — 44,4
Kalium mg/1 7,1 — 7,2
Eisen mg/1 0,03 — 0,11
Zink mg/1 0,01 — 0,20

Die Larven des Pleisbachs wurden nach griindlichem Baden in aqua bidest. in
10% Ammoniumsulfid-Losung tiberfithrt und nach 10 Minuten wiederum in
aqua bidest. ausgewaschen, um sie anschlieend in 70% Alkohol zu konservieren.
Die Behandlung mit Ammoniumsulfid fithrt am Ort der Schwermetallakkumula-
tion zu topochemischen Reaktionen, deren Reaktionsprodukte aus schwer 16s-
lichen Metallsulfidprizipitaten bestehen. Die qualitative Analyse der so lokalisier-
ten Metallsulfide wurde mit der Rontgenmikroanalyse in Verbindung mit dem
Rasterelektronenmikroskop durchgefiihrt. Im energiedispersiven Rontgenspek-
trum zeigt dabei die Flichenanalyse tiber eine Tracheenkieme, die im respiratori-
schen Epithel mehrere hundert Chloridzellen aufweist, die Metalle Aluminium,
Eisen, Kupfer und Zink an (Abb. 1 oben). Vergleichsweise zeigt die Punktanalyse
innerhalb einer Chloridzelle (Abb. 1 unten) eine deutliche Intensitdtsverstirkung
fur die metallischen Elemente Eisen und Zink, die in der K& und K@, bzw. Ka und
Lo Linie nachgewiesen werden, wihrend Aluminium und Kupfer im Rontgen-
spektrum der Punktanalyse keine Intensititsverstirkungen aufweisen. Der
Nachweis von Aluminjum wird auf den Al-Priparatetriger und von Kupfer auf
Verschmutzungen bei der Kohlebedampfung zuriickgefithrt. Abgesehen von
diesen methodischen Fehlern weist jede Intensititsverstirkung bei der Punktana-
lyse in den Chloridzellen gegeniiber der Flichenanalyse einer Tracheenkieme
darauf hin, da® die Orte Schwermetallakkumulation allein die Chloridzellen auf den
Tracheenkiemen sind.

Laboruntersuchung

Um die Schwermetallakkumulation in den Chloridzellen vorldufig zu charakterisie-
ren, wurden zwei Adsorptionsversuche durchgefiihrt.

1. Werden die Larven von Baetis rhodani L. (Ephemeroptera, Baetidae) nach
Entnahme aus dem Pleisbach noch zwei Stunden in aqua bidest. gehalten, wird also
die kontinuierliche Zufuhr geloster Salze mit Sicherheit unterbrochen, so weisen
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Abb. 1. Energiedispersives Rontgenspektrum einer Flichenanalyse iiber eine Tracheen-
kieme (oben) und einer Punktanalyse innerhalb einer Chloridzelle (unten) bei Baetis rhodani L.
(Ephemeroptera, Baetidae).
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die Chloridzellen im Rontgenspektrum der Punktanalyse dennoch die metalli-
schen Elemente Eisen und Zink auf (Abb. 1 unten). Werden danach die Larven zwei
weitere Stunden in 0,1 ppm Bleinitrat gehalten, so wird die Bleiakkumulation
rontgenanalytisch ebenfalls in der Lo und L§ Linie aufgezeigt (Abb. 1 unten).
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Abb. 2. Akkum-lation von ¢* Zn** in den Chloridzellen von Cloeon dipterum L. (Ephemerop-
tera, Baetidae) pro Larve.
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2. Mit radioaktivem Zink soll die Akkumulation in den Chloridzellen veranschau-
licht werden. Dazu wurden Larven von Cloeon dipterum L. (Ephemeroptera,
Baetidae) in eine 1 mM NaCl — Lésung mit 0,003 ppm %5 Zn** exponiert und nach
Ablauf der Expositionszeiten zur histochemischen Zinklokalisation mit Ammo-
niumsulfid behandelt. Nach lingerem Auswischen aller anhaftenden Stoffe und
der Himolymphe wurden bei jeweils fiinf Larven die %5ZnS — Prizipitate mit

2 ml einer 1 N HCI wieder gelost; 1 ml dieser Losung wurde mit 10 ml Szintilla-
tionsfliissigkeit versetzt und anschlieffend im Flissigkeitsszintillationszihler
gemessen. Die graphische Darstellung dieses Adsorptionsversuchs zeigt, dafd die
Chloridzellen aus einer Lésung mit nur 0,003 ppm %5 Zn*" bereits nach kurzen
Expositionszeiten zu einer steil ansteigenden Akkumulation von Zink befihigt
sind (Abb. 2).

Diskussion

Die Ergebnisse der Freiland- und Laboruntersuchungen deuten darauf hin, da die
Chloridzellen in der Initialphase der Ionenabsorption nicht nur physiologisch
notwendige Salze wie NaCl zu akkumulieren vermégen, sondern daneben mog-
licherweise alle im Wasser gelosten Elektrolyte, so auch Schwermetallionen (Eisen,
Zink, Blei). Der sich daran anschlieflende aktive Transmembranentransport ist
wahrscheinlich selektiv und diirfte eine Barriere fiir die meisten Elektrolyte
darstellen.

Durch den histochemischen Nachweis von Schwermetallen kommt den Chlorid-
zellen die Bedeutung als Indikator (Monitor) fiir die Gewisserbelastung zu. Der
langfristige Aussagewert dieses Indikators ist durch das Vermogen zur Akkumula-
tion selbst bei dusserst geringen Konzentrationen und bei kurzfristigen Konzentra-
tionsschwankungen der im Wasser gelosten Schwermetallionen prinzipiell garan-
tiert. Dariiberhinaus schafft der unmittelbare Zusammenhang mit der Osmoregula-
tion geeignete Voraussetzungen, um mit den Methoden der physiologischen
Okologie zuverlissige Kriterien fiir die Grenzen und Moglichkeiten dieses Schwer-
metallindikators zu finden.
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