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Zusammenfassung

GroRmuscheln (Unionacea = Najaden) entwickeln sich Uber ektoparasitische Larven
(Glochidien). Die Glochidienstruktur der sieben einheimischen Arten wird
beschrieben. Am Beispiel der FluRperimuschel (Margaritifera margaritifera) wurden
zusétzlich im Kiemengewebe Encystierungsvorgang und Entwicklungsverlauf
beobachtet.

Die zweischaligen Glochidien sind je nach Art 60-350pum lang. Nach Verlassen des
mutterlichen Organismus heften sie sich an einem Wirtsfisch fest. Als Haftorgane
dienen Larvalfaden und mit Z&hnen besetzte Schalenhaken. Die Struktur der Haken
zeigt artspezifische Besonderheiten. Die Glochidien der FluRperimuschel haben
keine Haken aber einen nach innen umgebogenen Schalenrand. Sie entwickeln sich
ausschlieBlich am Kiemengewebe.

Die Oberflache des Weichkoérpers aller Glochidien ist mit Mikrovilli besetzt. Am
Hinterende der Larven sitzen die seitlichen Gruben. Sie sind unterschiedlich tief
eingesenkt und werden durch ein Wimpernband miteinander verbunden, dessen
Cilien je nach Art unterschiedlich dicht stehen und unterschiedlich lang sind. Bis auf
die Perimuschellarve besitzen alle Glochidien vier Sinnesborstenpaare, die an der
Basis von einem Schaft umgeben sind. Drei kleinere Sinnesborsten befinden sich
jeweils in Hakennahe und ein gréReres mehr zur Mitte jeder Halbschale. Die
medianen Haarzellen variieren von Art zu Art erheblich in ihrer Gestalt und ihrer
Lage. Die Perimuschel-Glochidie besitzt zwei paarige Cilienblschel ohne Schaft.

Ein Larvalfaden ist typisch fur die Arten stehender Gewasser. Bei Unio pictorum und
Unio tumidus sitzt er am Vorderende der Larve, bei Anodonta anatina und Anodonta
cygnea inseriert er in der Mitte. Er fehlt bei den drei FlieRgewasserarten Unio
crassus , Pseudanodonta complanata und Margaritifera margatritifera.

Die hakenlosen Perimuschellarven haften sich am untersuchten Standort
ausschliellich an Kiemen der Bachforelle an. Die Larvalentwicklung der
FluBperlmuschel dauert 9-10 Monate. Funf Differenzierungsstadien, die nicht bei
allen Glochidien zeitgleich ablaufen, konnten unterschieden werden. Zuerst wird der
larvale Mantel ausgebildet, dessen Zellen Nahrfunktion zu besitzen scheinen. Er [6st
sich wahrend des Parasitierens nach etwa 6 Monaten auf, zu diesem Zeitpunkt ist
ein  funktionsfahiger Verdauungstrakt vorhanden. Bis zur winterlichen
Verlangsamung der Entwicklung erreichen die Perimuschellarven das
Differenzierungsstadium Ill mit paariger Kiemenpapille, FulBwulst und aus dem
Darmrohr ausgestulpter Mitteldarmdrise, in der bereits im November eingelagerte
Nahrstoffkonglomerate nachzuweisen sind. Im Mai / Juni verlalt die Perlmuschel
ihren Wirtsfisch mit der fur Unionacea typischen Grundausstattung, einem Kriechfuld
mit Statocysten, drei bis vier Paar Kiemenpapillen, Mantel, Mundlappen, Magen-
Darmtrakt und in der Mitteldarmdrise reichlich eingelagerten Nahrstoffen.



Einleitun_g_

1. Einleitung

Sieben Muschelarten der Uberfamilie Unionacea kommen in der einheimischen
SuRwasserfauna vor (s. Tab. 1, 2). lhre Larve ist das Glochidium, das sich als
Ektoparasit an Fischen entwickelt. Sein Aufbau unterscheidet sich von der bei
Muscheln und Schnecken verbreiteten planktischen Veligerlarve, einer
abgewandelten Trochophora. AREY (1923), KORSCHELT und HEIDER (1936) und
PFLUGFELDER (1970) bezeichnen das Glochidium deshalb auch als Sekundérlarve.
Glochidien werden von weiblichen Muscheln in groRer Zahl in den zu Bruttaschen
umgewandelten Aullenkiemen gebildet und zu fur die einzelnen Arten mehr oder
weniger festgelegten Terminen im Friahjahr und Sommer ins Wasser abgegeben.
Die Abgabe der Glochidien kann in Zeitrdumen zwischen ca. 1-3 Wochen
(FluBperlmuschel) und mehreren Monaten erfolgen. Glochidienproduktion in
Intervallen und damit mehrere aufeinanderfolgende Abgaben wurden ebenfalls
beobachtet. Die vorliegenden Daten zu Abgabezeitraum, GlochidiengréfRe und
Dauer der parasitaren Phase fur die heimischen Arten sind in Tabelle 1 und 3
angegeben.
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Art Abgabe- Anzahl Dauer der GroRe ti)n HM | Autoren
zeitraum der parasitidren ' '
Glochidien Phase 5
Margaritifera August- 3-4 Millionen |10 Monate |a60 BAUER 1989, YOUNG
margaritifera September b 80 1984a, DETTMER
1982, BUDDENSIEK
1991
Unio tumidus Mai-Juli ca. 200.000 |12-35Tage |a210 FLEISCHAUER -
Mehrfachtrachtig b 200 ROsSSING 1990,
keit MAAR 1987
Unio pictorum | Mai-Juli ca. 200.000 |12-35Tage|a210 b 200 |FLEISCHAUER -
Mehrfachtrachtig R&ssING 1990,
keit MAAR 1987
Unio crassus | April-Aug. 9000--16000 |20-30Tage|a220 b 195 |BEDNARCZUK, 1986
Mehrfachtrachtig | U.c.c. ) ENGEL 1990,
keit 81000- HOCHWALD 1988
100000
U. c.f. m. **)
Anodonta Méarz-April 310.000- 12-26 Tage|a 310 b 310 |CLAES 1987,
| cygnea 370.000 NIEMEYER 1993
Anodonta Marz-April 12-26 Tage |a 340 b 360
anatina
Pseudano- Januar-April 8.000-16.000 |10-30 Tage |a340 b 290 |HUBY 1988
donta
complanata

Tab. 1: Ubersicht Gber Abgabezeitraum, Anzahl und GréRe der Glochidien und Dauer der
parasitéren Phase.

*) **)von Unio crassus werden die Formen crassus crassus (c. ¢.) und crassus forma
maximus (f. m.) beschrieben (ENGEL und WACHTLER 1989)
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Leider gehoéren die Zeiten, in der "die tragen [..]Mollusken in der Regel leicht und in
groBer Menge zu finden sind" (ROSSMARLER 1838), der Vergangenheit an. Die
Population der meisten Arten wird seit Jahren geringer. Die FluRperimuschel
Margaritifera margaritifera und die Bachmuschel Unio crassus gehéren zu den
besonders gefahrdeten Arten. Um die Wirkung gefahrdender Faktoren besser zu
verstehen, wird die Biologie der SuRwassermuscheln in zwei Arbeitsgruppen
genauer untersucht. An der Universitdt Bayreuth (Prof. Dr. G. BAUER) und an der
Tierarztlichen Hochschule Hannover (Prof. Dr. K. WACHTLER) wird versucht, die
gewonnenen Einsichten in Zusammenarbeit mit Behérden und Verbanden
(Regierung Oberfranken und Niedersachsisches Landesamt fur Okologie) in die
Naturschutzpraxis umzusetzen (BAUER 1980, 1986, BAUER U. ZWOLFER 1987,
WACHTLER 1988A, WACHTLER 1989). Neben Fragen zu den allgemeinen
Okologischen Anspruchen wurden vor allem die parasitare und postparasitare Phase
sowie das Wirtsfischspektrum ausfluhrlich untersucht (BAUER 1987A, B, BAUER U.
VOGEL 1987, BAUER 1989, BEDNARCZUK 1986, BUDDENSIEK 1990, DETTMER 1982,
ENGEL 1990, FLEISCHAUER-ROSSING 1990, HUBY 1988, MAAR 1987, NIEMEYER 1992).
Aus beiden Gruppen wurde Material fur die licht- und elektronenmikroskopischen
Untersuchungen zur Verfligung gestellit.

1.1. Zur systematischen Stellung der Unionacea

In der Uberfamilie Unionacea werden Unionidae und Margaritiferidae zusammen-
gefaldt (s. Tab. 2). Haufig werden sie auch als Najaden oder GroRBmuscheln den
kleinen einheimischen Arten der Familie Sphaeriidae gegentbergestellt.
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Klasse Bivalvia

Ordnung Eulamellibranchiata

Unterordnung Schizodonta

Uberfamilie Unionacea ( “Najaden”)

Familie Unionidae Margaritiferidae

Gattung Unio Margaritifera
Anodonta
Pseudanodonta

Art Unio crassus Margaritifera margaritifera
Unio pictorum
Unio tumidus

Anodonta anatina
Anodonta cygnea

Pseudanodonta complanata

B e eSS ————————————

Tab. 2 : Systematische Stellung der einheimischen Unionacea

1.2. Zur Fortpflanzungsbiologie der Unionacea

Alle einheimischen Najaden sind zweigeschlechtlich, die mannlichen Tiere geben
die Spermien ins Wasser ab, die weiblichen Tiere nehmen diese Uber das
Atemwasser auf. Die befruchteten Eier nisten sich bei allen beschriebenen Arten in
Bruttaschen der AuRenkiemen, den Marsupien, ein; bei der FluBperimuschel kann
sich ebenfalls das innere Kiemenpaar zu dieser Form umbilden. Dort reifen sie zu
zweiklappigen infektiésen Larven, den Glochidien heran, die ins Wasser abgegeben
werden. Als obligate Ektoparasiten mussen sie einen Wirtsfisch finden, an dem sie
sich festsetzen und encystieren kénnen. Die Arten der FlieRgewasser (Margaﬂtiferé
margaritifera und Unio crassus) gelangen Uber das Atemwasser an die Fischkiemen

4
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und entwickeln sich dort zu Jungmuscheln. Andere Unioniden kénnen sich
zusatzlich an Flossen oder AuRenhaut encystieren. Brutzeit, Wirtsfischspektrum und
Dauer der Umwandlung vom Glochidium zur Jungmuschel sind bei den einzelnen
Arten unterschiedlich (s. Tab.1, 3).

1.3.  Ziel der Arbeit

Bislang wurden die Glochidien der einheimischen Najaden bei unterschiedlichster
Zielsetzung mit lichtmikroskopischer Technik untersucht (CLAES 1987, HARMS 1909,
HERBERS 1914, ISRAEL 1913, KuHFUR 1993, MAAR 1987, WooD 1974) und ihre
Schalen rasterelektronenmikroskopisch dargestellt (GiusTlI 1973, NAGEL 1988). Da
Muschellarven auf chemische Verénderungen des Halterungswassers und somit
auch auf Fixiermedien sehr schnell mit Schalenschlu® reagieren, konnte ihre
Anatomie bisher nur ungenau beschrieben werden.

Der Encystierungsvorgang am Wirtsfisch wurde mit Lupe, stereomikroskopisch und
histologisch untersucht (AREY 1921/1932a, FAUSSEK 1895, HARMS 1909, SCHIERHOLZ
1888, WELLMANN 1943) und von den einzelnen Autoren uneinheitlich nach vier
Stunden bis zu zwei Tagen als abgeschlossen beschrieben.

Zur Larvalentwicklung der Najaden liegen zahlreiche lichtmikroskopische
Beobachtungen vor (SCHIERHOLZ 1888, HERBERS 1914, KORSCHELT UND HEIDER
1936). HARMS (1907/1909) bezog die der FluBperimuschel in seine "Postembryonale
Entwicklungsgeschichte der Unioniden"” mit ein und betont, dal? eine genaue
Untersuchung wegen "..... der Kleinheit des Objekts unmdglich "sei.

Ziel der Arbeit ist es daher, mit der Technik der Rasterelektronenmikroskopie den
Bau des glochidialen Weichkérpers und die Variabilitat der beobachteten Strukturen
einheimischer Najaden vergleichend darzustellen, am Beispiel der FluBperimuschel
den Encystierungsverlauf und die Larvalentwicklung bis zur Jungmuschel licht- und
elektronenmikroskopisch zu verfolgen.

Um gedffnete Glochidien untersuchen zu kénnen, multe zunédchst ein geeignetes
Betaubungsmittel fur den SchlieBmuskel gefunden werden. Zu ihrer weiteren
Préaparation, zur Untersuchung der Encystierung und der Larvalentwicklung von
Perlmuschellarven muften Fixierrezepturen, Entwésserungs- und Trocknungs-
methoden so abgeandert werden, dal sie sich fur empfindliches larvales Gewebe
eigneten.
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2 Material und Methoden

Die hier vorgelegten Untersuchungen waren nur mdglich, weil mir aus
verschiedenen laufenden Freilandarbeiten oder entsprechenden Laborhalterungen
reife Glochidien oder andere definierbare Entwicklungsstadien zur Verfugung
gestellt wurden (s. Danksagung).

2.1. Trachtige Muscheln und deren Laborhalterung

Die Zeiten der Verfugbarkeit der untersuchten Stadien sind in Tabelle 3 (nachste
Seite) zusammengstellit.

Um mdglichst saubere Glochidien zu gewinnen, mufiten im Labor die trachtigen
Muscheln vorsichtig gereinigt und die Futterung eingestellt werden. Die Halterung
erfolgte in filtriertem Standortwasser in beltfteten Standardaquarien bei 14°-17°C.
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Art Vorliegende Abgabezeit- Autor
Beobachtungen zur
Tréchtigkeit raum
Er:‘t:s':;; sichtbar
trachtige
Muscheln
ab:
Margaritifera Kurz- Juni Ende Juli bis BAUER 1989, DETTMER
margaritifera, zeitbriter Mitte September | 1982, BUDDENSIEK
LINNAEUS 1991
Unio tumidus, Kurz- April *) Ende April bis FLEISCHAUER-ROSSING
PHILIPSSON zeitbriter Mitte Juli 1990, MAAR 1987,
WiLms 1991
Unio pictorum, Kurz- April *) Ende April bis FLEISCHAUER-ROSSING
LINNAEUS zeitbriter Mitte Juli 1990, MAAR 1987,
WiLMs 1991
Unio crassus, Kurz- Marz April bis August | BEDNARCZUK 1986,
PHILIPSSON zeitbruter ENGEL 1990,
HOCHWALD 1988
Anodonta Lang- August **) | Anfang Mérz bis | CLAES 1987,
cygnea, LINNAEUS | zeitbrlter Ende April NIEMEYER 1993
Anodonta Lang- August **) [ Anfang Méarz bis | NIEMEYER 1992
anatina, LINNAEUS | zeitbrter Ende Apiril
Pseudanodonta |Lang- August bis | vitte Januar bis | HUBY 1988
L Februar ***) :
complanata zeitbruter Ende April
RORMARLER

Tab. 3: Ubersicht Uber Trachtigkeitsperiode und maximalem Abgabezeitraum von

Glochidien.

Bemerkung: Bei Kurzzeitbritern reifen die Glochidien in den Kiemenbruttaschen der
Weibchen innerhalb von einigen Wochen, bei Langzeitbritern innerhalb mehrerer Monate,

sie bleiben Uber Winter in den Marsupien.

*) nach FLEISCHAUER-ROSSING (1990) Brutphase des mitterlichen Individuums beider

Arten 4 bis mehr als 6 Wochen

**) nach NIEMEYER (1992) ab Oktober vollsténdig entwickelte Glochidien

***) nach HUBY (1988) ab September reife Glochidien
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2.2. Gewinnung und Bearbeitung der Glochidien

2.2.1. Glochidiengewinnung

Nachdem sich herausgestellt hatte, dal bei Punktion des Marsupiums der
Altmuschel (NIEMEYER 1992) die Larven haufig zu viele Auflagerungen organischen
Materials zeigten und dadurch fir die Rasterelektronenmikroskopie unbrauchbar
waren, wurde diese Methode verworfen und der natirliche Glochidienaussto
abgewartet. Zur Brutzeit wurden die Aquarien taglich zweimal kontrolliert, um
moglichst frisches Material zu erhalten, da die Larven ohne Anheftung an einen
Wirtsfisch nur wenige Tage Uberlebensfahig sind (MAAR, 1987, ENGEL 1990).
Abgegebene Glochidien bilden ein milchiges Sediment, das man gut absaugen
kann. In einigen Fallen lieR sich zégernder Glochidienaussto® durch das Einsetzen
von ein bis zwei Fischen pro Aquarium (HUBY 1988) auslésen.

2.2.2. Uberpriifung der Glochidien auf ihre Reife und Isolierung

Zunachst muBte eine kleine Menge der Glochidien in eine Petrischale abgefullt und
unter dem Stereomikroskop auf ihre Reife Uberprift werden. Voll entwickelte
Glochidien sind nicht mehr von Eihallen umgeben und reagieren auf Zugabe von
Kochsalzkristallen mit Schnappbewegungen und letztendlich mit Schalenschiu®
(LEFEVRE und CURTIS 1910, MAAR 1987, ENGEL 1990, FLEISCHAUER-ROSSING 1990,
NIEMEYER 1993). Hatte die Mehrzahl der Larven dieser ersten Entnahme so reagiert,
stand zwar fest, daf sie reif waren, mu3ten aber dennoch wegen der geschlossenen
Schale verworfen werden, weil der Weichkérper untersucht werden sollte. Im
nachsten Arbeitsgang wurden die restlichen Glochidien in mehreren Raten in
Petrischalen gefullt und unter dem Auflichtmikroskop betrachtet. Da die Gelege
auBBer reifen Larven auch Eipakete enthalten, muRten einzelne Glochidien
abpipettiert werden. Bei der sehr kleinen Margaritifera margaritifera ist eine solche
Unterscheidung schwerer, ihre Glochidien wurden nach der Osmierung von Detritus
und unreifen Larven getrennt (s. u.).
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2.2.3. Betdubung und Anfixieren der Glochidien

Um ein SchlieBen der Schalen zu verhindern wurde bis zum eigentlichen
Fixationsvorgang  ausschlieRlich  filtriertes  Standortwasser  (Margaritifera
margaritifera) oder Halterungswasser (bei den anderen Arten) verwandt. Die
isolierten Glochidien wurden in 20 ml Wasser auf 7°C gebracht. Nach 30 Min. wurde
1 Tropfen gesattigtes MgClo hinzugegeben, nach weiteren 30 Min. Inkubierung ein
zusétzlicher. War unter dem Auflichtmikroskop kein Schalenklappen zu beobachten,
kamen in der Regel weitere 4 Tropfen hinzu. Jede 1/2 h wurden wenige Glochidien
abpipettiert, um an ihnen mit dem NaCl-Test (s. 2.2.2.) zu Gberprifen inwieweit der
SchlieBmuskel betaubt war. Zeigten die Glochidien keine Schnappbewegungen
mehr, so wurden 10ml des Halterungswassers langsam durch 2% Glutaraldehyd,
ungepuffert, ersetzt..

2.2.4. Bearbeitung zur Licht- und Elektronenmikroskopie

Fur die Untersuchungen an Glochidien wurden ausschlieBlich die beiden
elektronenmikroskopischen Techniken angewandt. Die in Tabelle 4 (umseitig)
zusammengefaliten Bearbeitungsschritte fur die Licht- und Elektronenmikroskopie
gelten sowohl fur die Préaparationen der Glochidien als auch fur die der Encystierung
und Larvalentwicklung der FluBperimuschel, die ab Kapitel 2.3. beschrieben werden.
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Arbeitsvorgang Lichmikroskopie Elektronenmikroskobie
Histologie: Transmission: Raster:

Aldehydfixierung |2% Glutaraldehyd, 1% Glutaraldehyd, 1% Glutaraldehyd,
mit 20mM Na- mit 20mM Na- ungepuffert
Cacodylat gepuffert | Cacodylat gepuffert

Fixierzeit und 48 h, 7°C 24 h, 7°C 48 h, 7°C

Tem-peratur

Wiéssern 5 mal fur 10 Min. mit |5 mal fur 10 Min. mit |5 mal far 10 Min. mit

A. bidest A. bidest., A.bidest.
Oberfldchen- 1% Propylen-
fixierung phenoxetol 24h
Fettfixierung 2% OsQO4 Abzug, 4h | 2% OsQg4, Abzug, 16h
Wadssern S.0. 5 mal far 10 Min mit |5 mal fir 10 Min. mit

A. bildest. A. bidest.

Nachreinigung bei Glochidien, Abb.1
Entwédsserung im im Gradientenmischer | im Gradientenmischer

Gradientenmischer Uber Aceton s. Abb. 2 | Gber Aceton,

Uber Isopropanol s. Abb. 2

(RWL) oder Aceton

(Technovit) s. Abb.2
Einbettung RWL (RWL- Durcupan ACM

Histotechnologie), (Fluka)

Technovit (Fa.

Kulzer)
Weiter- Semidlnnschnitte, Ultradiinnschnitte, Trocknung,
verarbeitung Farbungen Kontrastierung Besputtern mit Gold

Tabelle 4: Bearbeiten des untersuchten Materials im Uberblick fur alle drei
angewandten Techniken.

Anmerkunq: Besondere, von der Tabelle abweichende MaRBnahmen werden im Text beschrieben.
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Das Osmieren der Glochidien hat neben der Nachfixierung den Vorteil, daRR die
kleinen geschwérzten und durch das eingelagerte Osmium auch schwerer
gewordenen Objekte fur die Weiterverarbeitung besser hantierbar waren.

Die jetzt gut erkennbaren Glochidien wurden fur die Rasterelektronenmikroskopie in
Petrischalen mit A. bidest. Uberfuhrt und durch rotierende Bewegung von locker
anhaftenden Partikeln,- den im Scanner auRRerordentlich stérenden Auflagerungen-,
befreit. Bei den Perlmuschellarven wurden mit dieser Methode Eipakete und unreife
Glochidien abpipettiert.

Abb. 1: Petrischale mit an der Drehachse abgelagerten Glochidien,
AuRenpfeile = Drehbewegung, Innenpfeile = Bewegungsrichtung der
aufgewirbelten Larven

Anschliellend kamen alle Praparate in geeigneten Gaze- oder Linsenpapierbeuteln
(letzteres fur Perimuschellarven) in den Entwasserungsapparat (s. Abb. 2).

11
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Die Entwasserung erfolgte mit Aceton im Gradientenmischer im Kuhlischrank bei 7°C
Uber Nacht. Diese Anlage funktioniert nach dem Prinzip der kommunizierenden
Réhren. Die Mischung mit steigender Acetonkonzentration wird zunachst von der
Schlauchpumpe Master-
flex (Quick Load M.Nr.
521.30) angesaugt und
dann von unten durch das
Probengefal? gepumpt (s.
- N Abb. 2, kleine Pfeile in
den Schladuchen). Wegen
der unterschiedlichen
Dichte von Wasser und
Aceton mul3ten die
beiden Lésungen
abgewogen werden. Zur
Z Restentwasserung
wurden die Probenbeutel
funf Mal je 10 Min. in
getrocknetem Aceton in-
kubiert. Als Trocknungs-
) medium eigneten sich
Kupfer-Molekularsiebe
am besten, weil sie als
einzige keine
Niederschlage auf dem
) Gewebe zeigten.

-

S

Radald || dalelsadd ((ZYXaIaN1)

M~ —

ACETON

L

Abb. 2: Gradientenmischer zur Entwéasserung,
Probengefal} = Pfeilspitze, P = Pumpe,

KUHLCCHRANK

2.2.,5. Trocknung fiir die Rasterelektronenmikroskopie
AnschlieRend wurden sowohl Muschellarven als auch Kiemenpréparate in den
Uberdruckapparat (Polaron Waterfood) zur Trocknung tiber den kritischen Punkt von

Kohlendioxyd, 32°C und 60 bar, Uberfuhrt. Dort tauscht man Aceton unter Druck

12
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gegen flussiges CO2. Zum besseren Durchdringen der Gaze- und

Linsenpapierbeutel mit diesem Gas wurden diese Praparate fur 1 Std. unter 60 bar
Druck dort belassen und das flissige Kohlendioxyd anschlieBend weitere 2mal
gewechselt. Im néchsten Schritt wurde das Gerat zum kritischen Punkt von CO2 auf
32°C aufgeheizt und die Glochidien getrocknet. Wegen der Empfindlichkeit des
Gewebes muldte das jetzt gasférmige Kohlendioxyd sehr langsam - im Verlauf einer
Stunde - abgelassen werden, andernfalls gab es Artefakte. Um Rekondensation zu
verhindern empfahl es sich zum Abdampfen den Druckbehélter auf 37°C
aufzuheizen.

2.2.6. Aufkleben, Besputtern und Elektronenmikroskopie

Die Objekttragerteller wurden mit Doppelseitkleber bestlckt. Er sollte méglichst dinn
sein, um Vibrationen im Elektronenstrahl zu vermeiden. Unter dem Stereomikroskop
wurden nun die Glochidien einzeln aufgeklebt, indem mit einer Wimpernspitze unter
einen Schalenhaken "gefal3t" und die Larve vom Papierbeutel zum Objekttragerteller
gehoben wurde. Dieser Vorgang nimmt Zeit in Anspruch und Uber den kritischen
Punkt getrocknete Gewebe sind hygroskopisch. Wegen dieser beiden Tatsachen
mulBten die jeweils nicht bearbeiteten Praparate im Exsickator mit
Trocknungsmedium (Kupfersulfat oder Calciumchlorid) und unter Vakuum
aufbewahrt werden, um sie trocken zu halten.

Die bestiuckten Rasterteller wurden in das Sputtergerdt Hummer V Techniks
eingesetzt und dort mit einer Schicht von ca. 10 nm Gold besputtert.

Die rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen erfolgten sowohl am ETEC
Autoscan als auch am Zei? Microscope DSM 940. Als Photomaterial dienten die
Filme Agfa Pan APX 100/120 und lifospeed RC ( Fa. liford).
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2.3. Untersuchungen zur Encystierung und Larvalentwicklung der
FluBperimuschel (Margaritifera marqgaritifera)

Margaritifera margaritifera kann man als ausschlieRlichen Kiemenparasiten bezeich-
nen. Die Muschellarven werden von den Fischen mit dem Atemwasser
aufgenommen und kénnen sich so an deren Kiemenblatichen anhaften.

Seit in einheimischen Gewassern keine Lachse mehr vorkommen, dient der
FluRperimuschel die Bachforelle Salmo trutta vor allem als Wirtsfisch.

Nach Beobachtungen von Dettmer (unveréffentlicht 1990) lassen sich Regenbogen-
forellen mit einheimischen Perlmuschellarven Uber eine kurzfristige Anheftung, fur
drei bis vier Tage, nicht erfolgreich infizieren. Dieser AbstoRungsvorgang sollte
daher parallel zur erfolgreichen Encystierung untersucht werden.

2.3.1. Laborinfektionen

Um den Encystierungsprozef3 der FluRperimuschellarven rasterelektronenmikros-
kopisch zu erfassen, wurden Fische infiziert. Die angewandte Technik ist
weitgehend standardisiert und wurde Uber viele Jahre mit Erfolg bei allen
einheimischen Najaden angewandt (HARMS 1909, DETTMER 1982, ENGEL 1990,
FLEISCHAUER-ROSSING 1990, HUBY 1988, NIEMEYER 1992).

Im Rahmen dieser Arbeit lief die Infektion wie folgt ab. In zwei 20l Standardwannen
wurde Bachwasser des Muschelstandorts eingefulit. Dieses Wasser wurde benutzt,
weil sich bei den Betdubungsversuchen (s.0.) herausgestellt hatte, dal® die
Margaritifera-Glochidien auferst empfindlich und meistens mit Schalenschiu auf
chemische Veréanderungen des sie umgebenden Mediums reagieren, auch auf Aqua
bidest. In die eine Wanne wurden, 10 Bachforellen (Salmo frutta) eingesetzt, an
diesen Wirtsfischen sollte die erfolgreiche Encystierung der Larven festgehalten
werden, in die andere 10 Regenbogenforellen (Oncorhynchus mykiss), um den
AbstoRvorgang zu beobachten. Junge Bachforellen (sogenannte Fingerlinge) eignen
sich am besten , altere Fische kénnen sich durch Mehrfachinfektionen immunisieren
(BAUER 1987). Die frisch abgegebenen Glochidien einer FluBperimuschel (jeweils 3-
4 Millionen) wurden nach Uberprifung ihrer Infektionsfahigkeit (NaCl-Test) in zwei
Becherglaser aufgeteilt und in jeweils eine der Infektionswannen zu den beiden
Forellenarten gegeben. Mit Hilfe von zwei groRen Sprudelsteinen wurden die
Becken durchltftet und die Glochidien zur Verbesserung der Infektionsrate in der
Schwebe gehalten. Nach einer Infektionsdauer von 30 Min. wurden die Fische zu
jeweils funf Exemplaren einer Art in Standardaquarien umgesetzt.
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2.3.1.1. Betdubung der Fische

Von beiden Arten wurden in bestimmten Zeitabstanden ( s.u.) zwei Fische betdubt,
um den Erfolg und anfanglichen Verlauf der Infektion zu Uberpriafen. Als
Betaubungsmittel diente eine Ethylenglykolmonophenylether-Lésung (0,5ml auf 2|
Halterungswasser, FLEISCHAUER-ROSSING 1990 und dort HETZEL mdl.)

In flachen Plastikschalen wurden unter dem Stereomikroskop die Kiemen der
sedierten Fische auf Glochidienbesatz untersucht und der dichter besetzte Fisch
abgetétet. Der andere konnte nach 30 Min. Zwischenhalterung ins Aquarium
zuruckgesetzt werden, da das angewandte Betdubungsmedium schonend wirkt.

2.3.1.2. Fixierung der Infektionsstadien auf der Bachforellenkieme

Nach der Infektion wurden in folgendem Zeitverlauf Proben entnommen: 1, 3, 6, 24
und 48 Stunden. Die mit Glochidien besetzten Kiemen der nach Betdubung
abgetdteten Fische wurden herausprapariert und sofort in ungepuffertes 2%
Glutaraldehyd Gberfuhrt. Diese Fixierung hatte sich in Vorversuchen als am
gunstigsten fur die Raster-Elektronenmikroskopie der Infektionsstadien erwiesen,
weil keine Schrumpfungsartefakte auftraten. Die eben genannte Technik wurde zur
Beobachtung der Encystierung bis 48 Stunden nach der Infektion ausschlieBlich
angewandt.

Nach der Osmierung wurde zusatzlich in 1% Propylenphenoxetol fur 24 Std.
inkubiert. Diese Fixierung verfestigt die Oberflache, macht die Proben aber fur die
Histologie untauglich (HETzEL 1991 mdl.).

Spatere Stadien fur die histologischen und elektronenmikroskopischen Unter-
suchungen (REM, TEM) zur Larvalentwicklung der FluBperimuschel wurden aus
monatlichen Kontrollen bis zum Ende der parasitdren Phase (ca. 10 Monate) von
Herrn Dettmer aus laufenden Infektionsversuchen zur Verfligung gestellt. Diese
Proben wurden zerteilt und fur die jeweils angewandte Technik wie in Tabelle 4
beschrieben bearbeitet. Bei den Untersuchungen an diesen Praparaten kamen
sowohl histologische als auch elektronenmikroskopische Techniken zur Anwendung.
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2.3.1.3. Fixierung der Infektionsstadien auf der Regenbogenforellekieme

Bei diesem Versuch wurde nur nach 1, 3, 6 und 24 Stunden Kiemengewebe fixiert.
Da nach 24 Stunden die Kiemen wieder weitgehend glochidienfrei waren wurde auf
eine Fixierung nach 48 Stunden verzichtet. Die Untersuchungen erfolgten
ausschliefllich rasterelektronenmikroskopisch.

2.3.2. Herstellen von Proben fiir lichtmikroskopische Untersuchungen

Histologisch wurde ausschlieRlich die Larvalentwicklung der FluBperimuschel
untersucht, die Bearbeitung des Materials erfolgte wie in Tab. 4 angegeben.

Die ausgehérteten Praparate wurden mit dem Technovit-Kunststoffkleber auf Holz-
oder Kunststoffbléckchen befestigt und mit dem Autocut (Fa. Jung, Mod. 1140) 2-4
pm dunn geschnitten. Die benutzten Metallmesser waren LKB, Kulzer, Superlap.

Bis zu drei Monaten nach der Enzystierung der Perimuschellarven wurde die
Semidunnschnittechnik benutzt wie unter 2.3.3.5. beschrieben. Weil dafur einzelne
Larven aus dem Kunststoff in einer kleinen Pyramide herausgearbeitet werden, ist
das Justieren der Schnittebene méglich.

2.3.21. Féarbungen

1. Ubersichtsfarbungen:

a) Hamatoxylin-Eosin mit Hamalaun (n. DELAFIELD, BURCK 1988)
b) Halmi (RoMEIs 1989)

c) Methylenblau-Azur-Eosin, (Semidinnschnitte), (Bock 1984)
d) Methylenblau-Azur Il, (Semidunnschnitte), (Burck 1988)

e) Tuloidinblau-Fuchsin, (Semidunnschnitte), (BOCK 1984)

f) Tuloidinblau, (SemidUnnschnitte), (BOCK 1984)

g) Ziehl-Neelsen (ROMEIs 1989)

2. Bindegewebsfarbungen:
a) Giemsa (RoMEIs 1889)
b) Panoptische Farbung nach Pappenheim (BURCK 1988)
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3. Nachweisfarbungen:

Die beiden Nachfolgenden wurden ausschlieRlich bei Schnitten von Margaritifera -
Jungmuscheln angewandt. Da es sich um Fettnachweise handelt, wurde Uber das
Infiltrationsmedium des Kunststoffes entwéssert, das anders als Aceton o0.a. Fett
nicht auswascht.

a) Sudanschwarz B (LIsON 1960), Fett

b) Nilblau A (RoOMEIs 1988), Fett

c) Alcianblau-PAS (RoMEIs 1989) Mucopolysaccharide

4. Versilberung
a) Gémoérie (ROMEIS 1989)

Alle Farberezepte muBten fur das Muschelgewebe modifiziert werden. Eine
Auflistung befindet sich im Anhang.

2.3.3. Verfahren fiir Glochidien und Cysten

Bei frisch fixiertem Material bleibt das Kiemenepithel noch durchsichtig und man
kann unter dem Stereomikroskop in den Zysten die beiden Schalenhéalften der
Glochidien erkennen. In Vorversuchen wurden Instrumente aus der Augenchirurgie
ausprobiert, um die Larven zu 6ffnen. Da sich diese Hilfsmittel aber immer noch als
zu grob herausstellten, wurden spater ausschlieBlich frisch gebrochene Glasmesser
der UltradUnnschnitt-Technik benutzt. Mit dieser Methode wurden die beiden
Schalenhélften samt Zyste mit einem Langsschnitt voneinander getrennt, was zu
etwa 20 % bei 3 Monate alten Glochidien gelang. Jungere Larven waren zu klein.
Frontalschnitte gelangen nur zu etwa 5 %. Das Material wurde bearbeitet wie in Tab.
4 und unter 2.2.5 und 2.2.6 angegeben. Bemerkt werden muR, dal nach der
Fixierung mit Propylenphenoxetol zwar die Oberflachen sehr gut erhalten sind, das
Gewebe jedoch eine gummiartige Konsistenz erhéalt. Bei relativ groRen
Kiemenpraparaten kann dadurch der Nachteil entstehen, daR bei aufprallendem
Elektronenstrahl das Praparat in Schwingungen gerat, was die Bildqualitat erheblich
vermindert.

Da bei diesem Arbeitsprozel3 bei dicht mit Glochidien besetzter Kieme stets Cysten
unverletzt blieben, konnten auch sie sozusagen nebenher mitgerastert werden.
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2.3.3.1 Préaparation zur Transmissionslektronenmikroskopie

Um ein Aufbldhen oder schrumpfen der Zellorganellen zu vermeiden (ROBINSON et
al. 1985), sollten hier die Fixiermedien méglichst isoton zum Material sein.

Die lonenkonzentration ohne Protein einheimischer StRwassermuscheln liegt bei 37
mM. (Anodonta nach PROSSER, 1973, 37,49 mM und nach PoOTT, 1954, 37,057 mM )
In Anlehnung an diese Werte wurden die Proben in Fixiermedien von 4
verschiedenen Osmolaritaten inkubiert.

Angewandt wurde 1 % Glutaraldehyd, abgepuffert mit Na-Cacodylat mit den
Konzentrationen 40 mM, 30 mM, 20 mM und 10 mM, eingestellt auf pH 7,4. Bei 20
mM zeigte sich bei Transmissionsaufnahmen die beste Gewebserhaltung. Verfahren
wurde wie in Tab. 4 beschrieben.

Zur Einbettung kam das Gewebe in einem Gemisch aus Durcupan ACM (Fluka) und
Aceton 1 : 1 in den Rotor, um eine gute Durchtrankung der Praparate mit dem auf
diese Weise flussig gehaltenen Kunstharz zu gewahrleisten. Die Probenréhrchen
blieben fur 4h geschlossen, um ein Entweichen des Acetons zu verhindern. Es
verdunstete bei abgeschraubten Deckeln Uber Nacht, unter dem Abzug und bei
standigem Rotieren.

Am néachsten Tag wurden die Praparate in Gelatinekapseln 0,5 cm (Fa. Pohl-
Boskamp) Uberfuhrt und mit frisch angesetztem Durcupan ACM eingegossen. Der
Kunststoff wurde anpolimerisiert im Trockenschrank fur 24 h bei 40° C, - hier bleiben
die Proben justierbar - , und anschlieBend auspolimerisiert bei 60° C, 48 Stunden
lang.

2.3.3.2. Ultradiinnschnitte

Nach Aushérten des Durcupans (ca. 1 Woche, LICKFELD 1979) erfoigte das
Zuschneiden der Bldécke und die Orientierung an Semidtnnschnitten (Farbung m.
1% Tuloidinblau, gelést in 2,5 % Na,COs, BOCK 1984).

Die Glasmesser fur Semidunnschnitte wurden im Knife Maker ( LKB 7801 B,
Stockholm) hergestellt, die Ultradinnschnitte mit einem Diamantmesser der Fa. Du
Pont, U.S.A., und beide Schnittarten auf dem Ultramikrotom (Reichert, Austria Nr.
318 444 E) verfertigt. Aufgezogen wurden die Schnittbander auf Kupfergrids mit 3,05
mm Durchmesser, deren Aussparung mit Pioloform 0,55 % befilmt war.
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2.3.3.3. Kontrastierung und Elektronenmikroskopie

Die Schnittkontrastierung erfolgte mit frisch zentrifugietem 2% (g/100ml)
Uranylacetat 8 min. lang und frisch angesetztem Bleicitrat nach Reynolds (1963) fur
6 min. in der Farbevorrichtung (Fa. Balzer). Photographiert wurden die Schnitte
unter dem Transmissionselektronenmikroskop (EM 10 A, Zeiss) bei 80 kV. Als
Photomaterial diente lifospeed RC (Fa. liford).
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3. Ergebnisse

3.0.1. Fixierte Glochidien im GréRenvergleich

Die GréRen der Glochidien schwanken geringfigig nicht nur innerhalb einer Art
sondern auch innerhalb eines Geleges. Sie wurden bereits von verschiedenen
Autoren stereomikroskopisch vermessen und die Durchschnittswerte ermittelt.
Angaben zu den MalRen wurden in Tabelle 1 mit Nennung der Autoren
zusammengefallt.

Um die GréRenunterschiede zu verdeutlichen, wurden fixierte Glochidien
verschiedener Gattungen abgebildet (s. Abb. 3).

Abb. 3: Glochidien von 3 Gattungen zum
GréRenvergleich, A = Anodonta, U = Unio, M =
Margaritifera margaritifera, (Male s. Tab. 1), Ma3stab
200um
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3.0.2. Ubersicht iiber die wichtigsten Strukturen der Unionacea- Glochidien

Den Einzelbeschreibungen der untersuchten Glochidien wird eine schematisierte
Zeichnung vorangestellt, in die auBer Langen- und H6henmaR die auffallendsten
Strukturen eingetragen sind, die in Lagebeziehung und Ausprégung deutlich
variieren kénnen. Die in der Beschreibung benutzte Nomenklatur bezieht sich auf
HARMs (1909), HERBERS (1914) und KAESTNER (1965). In Ubereinstimmung mit den
Malien adulter Muscheln wird, wie aus Abb. 4 hervorgeht als “Lénge” die Strecke a,
(von einigen Autoren auch als Breite bezeichnet, z.B. HOBY 1988) und als “Héhe“ die
Strecke b angesehen (s. auch MaAr 1987, ENGEL 1990, FLEISCHAUER-ROSSING 1990,
NIEMEYER 1993).

Gemeinsame Baumerkmale der Glochidien sind: a) MaRe, b) Schalenform, c)
Schalenhaken, d) Oberflache des Weichkérpers, e) Larvalfaden, f) seitliche Gruben,

g) Sinnesborsten. Zeichnungen vom Glochidium der einzelnen Arten sind in Abb.

63a zusammengefalit.

Abb. 4: Schemazeichnung einer Glochidie, FW = FuRwulst, H = Schalenhaken, L =
Larvalfaden, sG = seitliche Grube, Sbm = Sinnesborsten median, Sbs = seitliche
Sinnesborsten (beim Schalenhaken), SM = SchlieBmuskel ,a = Lénge, b = Héhe
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3.1. Elektronenmikroskopische Untersuchungen von Glochidien der
Familie Unionidae

3.1.1. REM von Glochidien der Gattung Unio

a) Maike

Mit ihrer Durchschnittsgré3e von 210 um Lange und 200 um Héhe liegen die Unio-
glochidien zwischen den gréReren der Anodonten (A. cygnea 310um und A. anatina
340 pm, s. Tab. 3) und den sehr viel kleineren von Margaritifera (60 pm, s. Tab. 3).

b) Schalenform

Alle drei einheimischen Arten der Gattung Unio zeigen Larven, die
lichtmikroskopisch in der AuRenaufsicht wie abgerundete Dreiecke, in etwa
herzférmig wirken und alle etwas langer sind als hoch (s. Abb. 5, 6, 7).

In der Frontalaufsicht zeigen sie im REM eine fast halbkugeligen Schale, die fur die
einheimischen Arten dieser Gattung typisch ist. Die Larven wirken dadurch mehr
oder weniger kompakt (s. Abb. 11, 24). Schalenporen sind allein bei Unio crassus
deutlich zu erkennen (s. Abb. 5).

¢) Schalenhaken

Unio-Glochidien tragen am unteren Schalenrand je einen kurzen Haken mit breiter
Basis. Parallel zum Schalenrand verlaufen 3-5 Furchen, die vermutlich als
elastisches Widerlager dienen, da sie bei Schalenschlu’ flacher werden. Bei Unio
crassus und Unio tumidus mundet der Haken im rechten Winkel, bei Unio pictorum
lauft er spitzer, in 70°, aus. Auch in Bezug auf den Zahnbesatz unterscheiden sich
die Glochidien der Malermuschel von denen der beiden anderen Arten. Bei diesen
Larven sind die Zahne lang und spitz geformt, bei denen der groRen und der kleinen
FluBmuschel kurzer und die Spitzen wirken abgerundet (s. Abb.8, 9, 9a, 10).
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Abb. 5: Glochidie von Unio Abb. 6: Aufsicht auf die

crassus, Schalenaufsicht mit Larvenschale von Unio pictorum,
sichtbaren Schalenporen, Mal3stab Mafstab 50um,

50um,

Abb: 7: Glochidie von Unio Abb. 8: Unio crassus ,linker Scha-
tumidus, Schalenaufsicht, lenhaken, Zellgrenzen sichtbar >,
Larvalfaden Pfeil, Rillen des MafRstab 20um,

Schalenrands >, Mal3stab 20um
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Abb. 9: Schalenhaken von Unio Abb. 9a : Schalenhaken von Unio
pictorum, MaRstab 10um tumidus, MaRstab Sum

G S S A L
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Abb. 10: Ubersicht der Glochidie von Unio tumidus,
Cilienband der seitlichen Grube = Ci, mittlere Sinnesborsten =
Pfeil, der Ausschnitt zeigt den Schalenhaken, Cilien der
Sinnesborsten in Hakenn&he = kurzer Pfeil, Mal3stab 10pum
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Abb. 11: Seitenansicht von vorn der Glochidie von Unio
crassus, mittlere Sinnesborsten = Pfeil, Sinnesborsten in
Hakennahe = >, Mal3stab 50um

R
v n

Abb. 11a: Mikrovilli der ventralen Oberflache von
Glochidien, hier abgebildet Unio crassus, Zellgrenze =
Pfeil, MaRstab 2um
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d) Oberflache des Weichkérpers

In der Aufsicht auf den Weichkdrper ist ein deutlicher Mikrovillibesatz zu erkennen
(s. Abb. 11a, 15, 16, 18, 19, 20, 23), der am Schalenrand jedoch flacher wird, bei
Unio crassus (s. Abb. 18), bzw. ganz verschwindet bei Unio pictorum und Unio
tumidus (s. Abb. 19, 21). Zellgrenzen sind bisweilen erkennbar (s. Abb. 15, 16, 23).
Eine deutliche Vorwélbung des SchlieBmuskels kann nicht beobachtet werden. Am
Ubergang zum Schalenrand verschwindet der Mikrovillibesatz (s. Abb. 18, 19).

e) Larvalfaden

Ein Larvalfaden fehlt bei Unio crassus, bei Unio pictorum und Unio tumidus inseriert
er am Vorderende der Glochidien (s. Abb. 7, 14, 23, 24) und damit an signifikant
anderer Stelle als bei den Anodonten, dort sitzt er in der Mitte des Tieres. Der
Larvalfaden von Unio pictorum ist kraftiger als der von Unio fumidus und tragt
parallel verlaufende Langsrillen (s. Abb. 23).

f) seitliche Gruben

Die seitlichen Gruben aller drei Unio-Glochidien wirken sehr flach, sie senken sich
lediglich bei halb geschlossener Schale deutlich ein (s. Abb. 10, 12, 13). Ein
Cilienstreifen mit sparlichem Wimpernbesatz verbindet sie bei Unio crassus (s. Abb.
12) und Unio pictorum (s. Abb. 14). Bei Unio fumidus (s. Abb. 10, 13) stehen die
Cilien etwas dichter, jedoch erheblich weniger dicht als bei Glochidien der
Anodonten. Richtung Schalenhaken befinden sich neben jeder seitlichen Grube je
eine Sinnesborste, die im Artvergleich unterschiedlich geformt sind.(s.u.)
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Abb. 13: Unio tumidus bei halb-

Abb. 12: Unio crassus , seitliche gedffneter Schale, seitliche Gruben =
Gruben = >, Cilienband = Pfeil, Pfeil, Cilienband = Stern, mittlere
MaRstab 20um Sinneborsten = >, der kurze Pfeil zeigt

auf eine Auflagerung, MaRstab 10um

Abb. 14: Glochidie von Unio pictorum, seitliche Gruben = >,
mittlere Sinnesborsten = Pfeil, Larvalfaden = Stern, Ci =
Cilienstreifen, Maf3stab 50um
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Abb. 15: Unio crassus , mittlere Sinnesborste = Stern, Cilienstreifen = Pfeil,
Mikrovilli = Mv, Zellgrenzen = >, Schalenhaken = Sh, seitliche Grube = sG,
Maf3stab S5um,

g) Sinnesborsten

Bei den drei untersuchten Unio-Arten liegen in der Nahe des Schalenhakens drei
Sinnesborsten. Zwei Weitere, wesentlich GroRere, sitzen neben der seitlichen
Grube. Sie inserieren als Cilienbischel in einer Zelle, deren mit Mikrovilli besetzte
apikale Seite sich zu einem zylindrischen Schaft vorwélbt (s. Abb. 15, 16). Die
Gestalt der Sinnesborsten variiert vor allem bei den median gelegenen von Art zu
Art. Bei Unio crassus sitzt ein kraftiges Cilienbuschel in einer zylinderférmigen
Zelle, die basal zum hinteren Schalenrand zipfelig auslauft (s. Abb. 15). Diesen
basalen Auslaufer findet man auch Unio pictorum (s. Abb. 14, 16), aber bei dieser
Art sitzen die Cilien in einem aufgetrieben wirkendem walzenartigen Zelleib (s. Abb.
16). Bei Unio tumidus sind die medianen Sinnesborsten kleiner als die der beiden
anderen Arten, sie sind stumpf kegelférmige und tragen bisweilen scheibenférmige
Auftreibungen am Ende ihrer Cilien (s. Abb. 17).

Die drei Sinnesborstenpaare am Schalenhaken variieren in ihrer Anordnung.
Betrachtet man sie als die Punkte eines Dreiecks, so ist dies bei Unio crassus
gleichseitig (s. Abb. 18). Bei den Larven der Malermuschel befindet sich die jeweils
auRere Haarzelle auf dem flachen Winkel eines Gleichschenkligen (s. Abb. 19 u.
Abb. 64). Ebenfalls bei Unio pictorum zeigen die Sinnesborsten in Hakennéhe bei
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starker VergrofRerung (hier 2400fach) eine kegelférmige Gestalt (s. Abb. 20 u.
Ubersicht in Abb. 63a). Bei den Larven von Unio tumidus scheinen die Haarzellen
auf den Ecken eines schiefwinkligen Dreiecks angeordnet zu sein und vom
Schalenhaken zum Hinterende der Glochidie versetzt (s. Abb. 21 u.Ubersicht in Abb.
63a).

Art Schalenhaken Sinnesborsten Sinnesbor- |Larvalfa- |Seitliche
beim stenpaar den Gruben
Schalenhaken median
Fur- |Win- | Zah- |Anzahl |Gestalt Ein- |Bewim
chen [kel |ne sen- |perung
kung
Unio 4-5 |90° |rund/ 3 kurz, zylinder- nein flach |spar-
crassus kurz kegel- |férmig lich
stumpff.
Unio 3-4 |70° |spitz 3 .kegel- |aufgetrieben |ja, inseriert|flach |spér-
pictorum , formig | zylinder- vorn lich
lang formig
Unio 3-4 |90° [rund/ 3 kurz kegelstumpf- | ja, inseriert|flach |spar-
tumidus kurz formig vorn lich

Tab. 5: Morphologische Variabilitidt von Glochidien der Gattung Unio

Bemerkungen: Dadurch dal U. crassus keinen Larvalfaden besitzt, unterscheidet
sie sich deutlich von den beiden anderen Arten. Der Larvalfaden von U. pictorum ist
kraftiger als der von U. tumidus. Bei U. tumidus sind die medianen Sinnesborsten
signifikant anders geformt als bei den beiden anderen Unio, seine Hakenbezahnung
ist sparlich.
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Abb. 16: Unio pictorum , mittlere Sinnesborste von einer durch Punktion
des Marsupiums gewonnenen Glochidie, Zellgrenzen = Pfeil, Mikrovilli =
Mv, MaRstab 10um

Abb. 17: Unio tumidus , mittlere re. Sinnesborste = Pfeil,
Scheibenférmige Endungen der Cilien = >, MaRstab 5um
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ARy

Abb. 18: Unio crassus, 3 Sinnesborsten am Schalenhaken = >,
Verwachsung mit der Schale = Pfeil, Ma3stab 5um
Abb. 19: Unio pictorum Sinnesborsten = Pfeil, Ubergang vom

Mikrovillibesatz zu glatter Epitheloberflache = >, Mastab 10um
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Abb. 20: Unio pictorum, eine der drei Sinnesborsten in Hakennahe,
Mikrovilli = Mv, MaRstab 10um

Abb. 21: Unio tumidus, Sinnesborsten beim Schalenhaken = Pfeil,
Mafstab 20um
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Abb. 23: Unio pictorum, Larvalfaden, Langsrillen des
Larvalfadens = >, Vorderende = Pfeil, MaBstab 5um
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Abb. 24: Unio tumidus, Aufsicht auf das Vorderende,
Larvalfaden = Pfeil, Wimpernband = >, MaR3stab 20pum
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3.1.1.1. Das Glochidium von Unio crassus: Zusammenfassung

Die Schalen der U. crassus -Larve haben eine gedrungene halbkugelige Form mit
Haken, die in etwa rechtwinklig auslaufen. Der Weichkérper tragt acht
Sinnesborsten, von denen je 3 unter dem Schalenhaken und die beiden anderen,
grolRe, zylinderférmige, mehr zur Mitte hin angeordnet sind. Die seitlichen Gruben
werden von einem Streifen spéarlicher Bewimperung miteinander verbunden. Ein
Larvalfaden ist nicht vorhanden.

Abb. 25: Ubersicht zur Glochidie von Unio crassus , H = Schalenhaken, Sbm
= Sinnesborsten median, Sbs = Sinnesborsten beim Schalenhaken, sG =
seitliche Grube
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3.1.1.2. Das Glochidium von Unio pictorum: Zusammenfassung

Glochidie mit kompakter in etwa halbkugeliger Schale, Haken kurz und mit einer
Spitze von ca. 70° dicht mit Z&dhnen besetzt. Eine geringe Anzahl von Cilien
verbindet die flachen seitlichen Gruben, je drei kurze Sinnesborsten unter dem
Schalenhaken, ein Paar langgezogene, rund aufgetriebene Sinnesborsten befinden
sich neben den seitlichen Gruben, der Larvalfaden inseriert am Vorderende (s. Abb.
26).

Abb. 26: Ubersicht zur Glochidie von Unio pictorum , H = Schalenhaken, L =
Larvalfaden, Sbm = Sinnesborsten median, Sbs = Sinnesborsten beim
Schalenhaken, sG = seitliche Grube
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3.1.1.3. Das Glochidium von Unio tumidus: Zusammenfassung

Glochidie mit fast halbkugeliger Schale und kurzem Haken, Bezahnung kurz und
nicht bis an die Spitze reichend, Hakenspitze etwa rechtwinklig, 1 Paar kurze
Sinnesborsten neben den flachen seitlichen Gruben, je drei in Hakennéahe,
Larvalfaden inseriert am Vorderende (s. Abb. 27.).
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Abb. 27: Ubersicht zur Glochidie von Unio tumidus, H = Schalenhaken, L =
Larvalfaden, Sbm = Sinnesborsten median, Sbs = Sinnesborsten beim
Schalenhaken, sG = seitliche Grube
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3.1.2. REM von Glochidien der Gattung Anodonta

Die Morphologie und Anatomie der Muschellarven dieser Gattung wurde nicht
zuletzt deswegen lichtmikroskopisch schon haufig untersucht, weil sie sich wegen
inre GroRe (310-340 um lang, s. Tab. 1) mit dieser Technik als gut darstellbar erwies
(FAUssSEk 1895, HARMs 1909, HERBERS 1917, LABOS 1969, Woobp 1973 ). lhre
Schalen wurden auch mit dem Scanner dargestellt (GiusTI 1973, NAGEL 1988). Im
Rahmen dieser Arbeit werden dem bereits Bekannten elektronenmikroskopische
Ergebnisse des Weichkérpers (REM und TEM) hinzugeflgt.

a) Male

Die Anodonten produzieren die gréRten Glochidien, die von Anodonta cygnea
werden durchschnittlich 310um lang und 310 um hoch, die von Anodonta anatina
340um lang und 360 um hoch. Durch diesen GréRenunterschied unterscheiden sie
sich bereits geringflgig voneinander.

b) Schalenform

In der AuRenaufsicht ahneln die Larven beider Arten einem an zwei Seiten
abgerundetem Dreieck. Die SchloRlinie bildet in etwa eine Gerade, die beiden zum
Schalenhaken verlaufenden Schenkel weisen die Abrundungen auf. Der Schenkel,
den die Vorderkante der Schale bildet, zeigt sich starker ausgebuchtet als der
hintere (s. Abb. 28) , vor allem bei Anodonta anatina (s. Abb. 29). In der
Frontalaufsicht zeigen die Schalen der Anodonta-Larven eine deutlich flachere
Woélbung und wirken dadurch weniger Kompakt als die Unio-Glochidien (s. Abb. 32).
Der Schalenrand tragt 4-5 parallel verlaufende Rillen (s. Abb. 32, 34, 41).

c) Schalenhaken

Anodonta-Glochidien tragen am unteren Schalenrand je einen groRen
Schalenhaken, der mit langen Zahnen bestlckt ist (s. Abb. 30, 31, 32). Im
GroRenvergleich wirken sie betrachtlich langer und spitzer als bei den Unio-Larven.
Bei Anodonta cygnea endet der Haken mit einem Winkel von 45° in einer
lanzettférmigen Spitze (s. Abb. 31), bei Anodonta anatina im spitzen Winkel von 30°
(s. Abb. 32). Die Zahne sitzen bei beiden Arten auf einer langs in der Mitte des
Hakens verlaufenden Vorwélbung (s. Abb. 30, 31). Randrillen der Schale sind
vorhanden (s. Abb. 33 und 41).
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Abb. :28 Anodonta cygnea Aufsicht Abb. 29: Anodonta anatina Aufsicht
auf die Schale, Maf3stab 50um auf die Schale, Mastab 50 um

Abb. 30: Anodonta cygnea Abb. 31: Anodonta. anatina
Schalenhaken, Erhebung mit Schalenhaken, Erhebung mit
Zahnbesatz = Pfeil, MaRstab 20um Zahnbesatz = Pfeil, MaRstab 20um
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Abb. 32: Glochidie von Anodonfa anatina, Frontalaufsicht von vorn, “umgeklappter”
Larvalfaden = Pfeil, MaRstab 10im
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d) Oberflache des Weichkérpers

Die Aufsicht von ventral auf die Glochidien der Anodonten zeigt ein anderes Bild als
die von Larven der Gattung Unio, Ubereinstimmend ware lediglich der
Mikrovillibesatz des Weichkérpers (s. Abb. 36, 39, 40, 42). Bei beiden Arten zieht
eine Wolbung quer Uber den SchlieBmuskel vom Larvalfaden zum Schalenrand des
Vorderendes der Glochidien (s. Abb. 33, 34).

e) Larvalfaden

Der Larvalfaden inseriert fast in der Mitte der Glochidien, er wird von einer Wulst
umgeben. Bei 4000facher VergréRerung erkennt man, dal dieser Gewebsring in der
Mitte, Richtung Vorderende, einen deutlichen Einschnitt zeigt bei Anodonta cygnea
(s. Abb. 34, 35 dort im Ausschnitt 4000fach) und eine Einbuchtung bei Anodonta
anatina (s. Abb. 34, 36.). Bei gedffneter Schale steht der Larvalfaden in etwa
senkrecht zur ventralen Oberflache (s. Abb. 34, 35), bei Schalenschlu? scheint er
zum glochidialen Vorderende umzukiappen und sich der mittleren Wulst
aufzulagern. Dieses “Umklappen” wurde stets bei relativ geschlossenen Larven
beider Arten beobachtet, in die man bei einem gunstigen Winkel mit dem
Elektronenstrahl “gerade noch” hineinschauen konnte (s. Abb. 32, 37).

f) seitliche Gruben

Anders als bei den Glochidien der Gattung Unio senken sich die seitlichen Gruben
der Anodonta-Larven tief ein und werden durch eine Rinne verbunden, deren hintere
Kante mit einem relativ dichten Cilienband besetzt ist (s. Abb. 34, 35, 38). Bei
Anodonta anatina stehen hier die Cilien dichter als bei Anodonta cygnea .

g) Sinnesborsten

Die median angebrachten Sinnesborsten bei Glochidien von beiden Anodonten
sitzen neben dem Larvalfaden, je eine auf jeder Schalenhalfte (s. Abb. 36, 39). Sie
zeigen eine breitlumigere und kompaktere Form als die der Unio-Larven. Ein dickes
Cilienbundel ragt aus einer tonnenférmigen Zelle, die mit Mikrovilli besetzt ist.
Dieser Cilienschaft macht in etwa 1/5 der Lange der Cilien aus (s. Abb. 40).

Unter jedem Schalenhaken befinden sich drei kleinere Sinnesborsten, die als Punkte
in einem Dreieck gedacht, auf einem schiefwinkligen angebracht erscheinen (s. Abb.
41, 42, Ubersicht in Abb. 63a). Bei beiden Anodontenlarven stellt sich die Haarzelle
am groften dar, die am weitesten vom Schalenrand entfernt angebracht ist.
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Morphologische Unterschiede der Anodonta-Glochidien wurden in Tabelle 6

zusammengefaldt.:
Art Schalenhaken Sinnesborsten Sinnesbor- |Larvalfa- | Seitliche
beim stenpaar den Gruben
Schalenhaken median
Fur- |Win- [Zah- | Anzahl |Gestalt Ein- | Bewi
chen |kel |ne sen- | mpe
kun |rung
Anodonta |4-5 |45° |spitz 3 kurz tonnenférmig | inseriert tief |dicht
cygnea lan- | kraf- walzenf. fast in der kurz
zettf | tig kegelf. Mitte
Anodonta |4-5 |30° |spitz 3 kurz tonnenférmig | inseriert i. |tief |dicht
anatina spitz |lang walzenf. d. Mitte lang
kegelf.
Tab. 6: Morphologische Variabilitidt von Glochidien der Gattung Anodonta
Bemerkungen: das deutlichste Unterscheidungsmerkmal stellt neben der GréRe die
Form des Schalenhakens dar bei sonst relativ geringflgiger Variabilitat wie z. B. die
etwas unterschiedliche Gestalt der Wulst um den Larvalfaden.
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Abb. 33: Anodonta cygnea, Larvalfaden = Pfeil, mittlere Sinnesborsten =
>, Mittelwulst = kurze Pfeile, sG = seitliche Gruben, C i= Cilienband, SBH
= Sinnesborsten beim Schalenhaken, Ri = Rillen des Schalenrandes,
50um

Abb. 34 Anodonta anatina, Larvalfaden = Pfeil, mittlere Sinnesborsten =
>, Mittelwulst = kurze Pfeile, Rillen des Schalenrands = groRer Pfeil, sG =
seitliche Gruben, Ci = Cilienband, MaBstab 20um
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Abb. 35: Larvalfaden von A. cygnea, Einschnitt in dén Woulst der den
Larvalfaden umgibt = >, Ma3stab 5um

Abb. 36 Larvalféden (dlstal abgebrochen) vonA anatma ihn
umgebender Zellring mit Einbuchtung = Pfeil, Zellgrenze = >, Mal3stab
10pum
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Abb. 37: Anodonta cygnea der

Mittelwulst angelagerter Larvalfaden =
Pfeil, Ausschnitt von Abb. 39 = Balken,
Mafstab 50um

Abb. 38: Anodonta anatina, seitliche
Gruben = Pfeil ,Cilienband = >,
Mafstab 10um

\ X . ‘ } ‘-':.». .5 a1 b v
Abb. 39: Anodonta. cygnea, mediane Sinnesborsten = Pfeil,

“‘umgeklappter’ Larvalfaden = >, Ausschnitt aus Abb. 37,
MaRstab 10um
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Abb. 40: Anodonta anatina, mediane Sinnesborste, Zellgrenze = Pfeil,
Mikrovilli = >, Cilien = kurzer Pfeil, Ausschnitt aus Abb. 36, MaRstab 10um
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Abb. 41: Anodonta cygnea drei
Sinnesborsten in Hakennéhe = Pfeil,
Mafstab 50um

Abb. 42 :Anodonta anatina drei Sinne borsteh in
Hakennahe = Pfeil, Mal3stab 10um
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3.1.2.1. Das Glochidium von Anodonta cygnea: Zusammenfassung

Bei den Larven von Anodonta cygnea handelt es sich um relativ groBe Glochidien
mit abgeflachter Schale und langem lanzettférmig endendem Schalenhaken, der mit
langen spitzen Zahnen bestuckt ist. Der Larvalfaden inseriert fast in der Mitte des
Tieres; er wird von einer Ringwulst umgeben, die zum Vorderende einen Einschnitt
aufweist in den der Larvalfaden umgeklappt und einer nach vorn verlaufenden
Vorwdlbung aufgelagert werden kann. Zwei kréftige breitlumige Sinnesborsten sitzen
vor dem Inserierungspunkt des Larvalfadens auf der rechten und linken Halbschale.
Die ziemlich tief einsenkenden seitlichen Gruben am Hinterende werden durch ein
relativ dichtes Cilienband verbunden. Drei kleinere Sinnesborsten befinden sich
beim Schalenhaken.
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Abb. 43 Zusammenfassende Zeichnung der Glochidie von Anodonta
cygnea, H = Schalenhaken, L = Larvalfaden, Lh = Larvalfaden hochgestellt,
Sbm = Sinnesborsten median, Sbs = Sinnesborsten beim Schalenhaken, sG
= seitliche Grube
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3.1.2.2. Das Glochidium von Anodonta anatina: Zusammenfassung

Die Larve von Anodonta anatina stellt die gréRte einheimische Glochidie dar
(NIEMEYER 1993). Ventral klappen an ihrer abgeflachten Schale paarig die langen
spitzen Haken um, die mit ebenfalls langen spitzen Zahnen besetzt sind. Am
Hinterende senken die seitlichen Gruben tief ein und werden von einem dichten
Cilienband verbunden. Der Larvalfaden inseriert in der Mitte und kann in eine
weniger tiefe Einbuchtung als bei A. cygnea in die ihn umgebende Ringwulst nach
vorn umgekiappt und einer langs verlaufenden Vorwolbung aufgelagert werden.
Daneben, etwas nach vorn versetzt, befinden sich die paarigen mittleren
Sinnesborsten. Unter den Schalenhaken kommen jeweils drei weitere Kleinere vor.

Abb. 44: Ubersicht der Glochidie von Anodonta anatina, H = Schalenhaken,
L = Larvalfaden, Lh = Larvalfaden hochgestellt, Sbm = Sinnesborsten median,
Sbs = Sinnesborsten beim Schalenhaken, sG = seitliche Grube
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3.1.3. REM von Glochidien der Gattung Pseudanodonta

Die einzige einheimische Art stellt Pseudanodonta complanata dar.

3.1.3.1. Glochidium von Pseudanodonta complanata

a) Malke

Die Glochidie von Pseudanodonta complanata mif3t nach Huby (1988) in der Lange
340um (dort als “breit” angegeben) und in der Héhe 290um.

b) Schalenform

Dadurch dal} die Pseudanodonta-Glochidien deutlich langer sind als hoch, unter-
scheiden sie sich schon in der Schalenaufsicht von den Larven der Muscheln aus
der Gattung Unio und Anodonta (s. Abb. 45). Die Wélbung der Schalen ist relativ
flach und dadurch wirkt diese Larvenart ahnlich “schlank® wie die der Anodonten (s.
Abb. 48).

c) Schalenhaken

Der Schalenhaken endet im Winkel von 26° bis maximal 30°, dem spitzesten aller
untersuchten Arten. Lange Zahne sitzen auf einer Erhebung oder Versteifung des
Hakens (s. Abb. 46, 48, 49, 50). Bei geschlossener Schale wirken sie wie
Widerhaken und kénnen ineinandergreifen (s. Abb. 47). Diese Beobachtung gilt fur
alle Hakenzahne, sie wurden lediglich exemplarisch an Pseudanodonta complanata
dargestellt, da sie auBer dem dichtesten Zahnbesatz auch die langsten Zahne
aufweist. Die Hakenbasis kann sich elastisch einfalten, wobei die sieben bis neun
Rillen am Schalenrand auseinander gezogen werden (s. Abb. 47 )
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Abb. 45: Pseudanodonta complanata Abb. 46: Pseudanodonta complanata,

Schalenaufsicht, MaRstab 50um Schalenhaken, Sinnesborsten = Pfeil,
Mafstab 20um

Abb. 47: Schalenhaken von Pseudanodonta Abb. 48: Schalenaufsicht von
complanata bei geschlossener Glochidie, elastische ventral, MaBstab 50um

Faltung der Hakenbasis = Pfeil, Sinnesborste in
Hakennahe = >, MaRstab 20um
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d) Oberflache des Weichkérpers

Die Weichkérperoberflache von Pseudanodonta complanata zeigt Mikrovillibesatz
(s. Abb. 49, 50, 52) wie die Glochidien der Gattungen Unio und Anodonta. Im
Gegensatz zu den Letztgenannten besitzt sie jedoch keine Mittelwulst. Zellgrenzen
sind zu erkennen (s. Abb. 49).

e) Larvalfaden

Ein Larvalfaden kommt nicht vor (s. Abb. 49).

f) seitliche Gruben

Die seitlichen Gruben bilden selbst bei gut relaxiertem SchlieBmuskel Vertiefungen.
Das sie verbindende Cilienband zeigt Bewimperung mittlerer Dichte (s. Abb. 49, 50).

g) Sinnesborsten

Im Unterschied zu den bereits beschriebenen Glochidien der Familie Unionidae
sitzen die beiden mittleren Sinnesborsten schrag zum Hinterende verschoben neben
den seitlichen Gruben (s. Abb. 49). Durch ihre kegelstumpfférmige Gestalt aus deren
engem Lumen die Cilien ragen, wirken sie schlanker als die median angebrachten
Haarzellen der beiden Anodonta-Larven. Bei 1500 facher VergréRRerung erkennt
man am Ende der Cilien knopfférmige Auftreibungen (s. Ubersicht Abb. 52,
Ausschnitt 52a). Im Vergleich zur Gattung Unio sind die medianen Haarzellen von
Pseudanodonta-Larven im Verhéaltnis zur GesamtgréRe der Glochidie deutlich karzer
als die bei Unio crassus und Unio pictorum ; sie ahneln am ehesten denen von Unio
tumidus (vergl. Abb. 17, 50).). Drei mittelgroe dicht nebeneinander stehende
Sinnesborsten befinden sich bei jedem Schalenhaken (s. Abb. 51).

Die tabellarische Zusammenfassung der Morphologie von Pseudanodonta
complanata befindet sich im Uberblick fur alle untersuchten Arten in Tab. 7 unter
3.1.5.
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Abb. 49: Weichkorper der Glochidie von Pseudanodbhta éomplanata,
seitliche Gruben = Pfeil, mittlere Sinnesborsten = >, Ci = Cilienband,
Zellgrenzen = kurzer Pfeil, Ma3stab 100um

Abb. 50: seitliche Gruben der Pseudanodonta-Larve = Pfeil, mediane
Sinnesborsten = >, Ci = Cilienband, Balken = Ausschnitt, MaRstab 10um
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Abb. 51: Sinnesborsten in Hakennahe bei Pseudanodonta = Pfeil, Mv = Mikrovilli,
MaRstab 10pm

Abb. 52a: Cilienspitzen der
Pseudanodonta, Mikrovilli = Pfeil, Sinnesborste von Pseudanodonta aus

Balken = Abb. 59, MaRstab 5um Abb. 52, knopfférmige Auftreibungen =
Pfeil, Mastab 1um
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3.1.3.2. Das Glochidium von Pseudanodonta complanata: Zusammenfassung

Glochidie, die langer ist als hoch mit spitzem Schalenhaken und langem dichten
Zahnbesatz, ohne Larvalfaden und ohne Mittelwulst; seitliche Gruben eingesenkt,
daneben zwei mediane Sinnesborsten kleiner als bei Anodonta anatina und
Anodonta cygnea, Cilienband von mittlerer Dichte, drei dicht beieinander stehende
Sinnesborsten in der Néhe jeden Hakens.
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Abb. 52b: Ubersicht zur Glochidie von Pseudanodonta complanata, H =
Schalenhaken, Sbm = Sinnesborsten median, Sbs = Sinnesborsten beim
Schalenhaken, sG = seitliche Grube
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3.1.4. REM von Glochidien der Familie Margaritiferidae

Margaritifera margaritifera stellt die einzige rezente einheimische Art der Familie
Margaritiferidae und der Gattung Margaritifera dar.

3.1.4.1. Glochidie von Margaritifera margaritifera

a) Malke

Die Larven der FluBperimuschel unterscheiden sich bereits durch ihre winzigen
Abmessungen von 60um Lange und 80um Hoéhe (Young und Williams 1984b) von
den Glochidien der anderen Najaden.

b) Schalenform

Die oben genannten Abmessungen, dorsale Linie kurz und Strecke zum ventralen
Schalenrand lang, verschafft den Perlmuschellarven bei 1200facher Vergré3erung
sowohl in der Schalen- (s. Abb. 53) als auch in der Frontalaufsicht ein
schnabelartiges Aussehen (s. Abb. 54, hier Blick auf das Hinterende)

c) Schalenhaken

Ein Schalenhaken 18Rt sich nicht feststellen, wohl aber ein scharfer, schrag zum
Weichkdrper umgebogener Schalenrand (s. Abb. 55).
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Abb. 53: Schale in der Aufsicht der Abb. 54: Margaritifera ,
Glochidie von Margaritifera, MaRstab Frontalaufsicht, Ausschnitt = Schale,

10um MafRstab 2um

Rad e . <« “' * 4 \“_\.;_
Abb. 55: Schalenrand der Glochidie von M. margaritifera = Pfeil, Mikrovilli der
Oberflache angelagert = >, die mikrovillifreie Stelle entstand wahrscheinlich beim
"ZubiR" der zweiten Perlimuschellarve s. Ubersicht, MaRstab 20um
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d) Oberflache des Weichkoérpers

Auch der Weichkérper der Perlimuschellarve tragt einen dichten Mikrovillibesatz (s.
Abb. 56, 57, 58, 61, 62).. Nahe am Schalenrand fehlt er. Beim Ubergang zur Schale
scheinen die einzelnen Mikrovilli parallel nebeneinander auf der
Glochidienoberflache im rechten Winkel zum Rand zu liegen (s. Abb. 55). s. Abb.
64, 65), paarige seitlichen Gruben und das sie verbindende Cilienband sind
ebenfalls vorhanden (s. Abb. 64, 65). Die Gruben zeigen stets ein bis zwei blasige
Auftreibungen in ihrer Mitte, die sie umgebenden Mikrovilli sind erheblich kirzer als
diejenigen, die den restlichen Weichkoérper Uberziehen. (s. Abb. 66). In der ventralen
Aufsicht kann man drei Furchen im Mikrovilliiberzug unterscheiden. Die erste
umgibt das Epithel, das sich GUber dem SchlieBmuskel hervorwélbt (s. Abb. 57), die
zweite zieht parallel zum Schalenrand von der Mitte der Glochidie aus gesehen vor
den Sinnesborsten entlang, die dritte befindet sich in unmittelbarer Randnéhe (s.
Abb. 56).

e) Larvalfaden
Ein Larvalfaden fehlt auch bei der Perimuschellarve.
f) seitliche Gruben

Die seitlichen Gruben den Margaritifera-Glochidien sind flach und tragen kuirzeren
Mikrovillibesatz als der restliche Weichkérper (s. Abb. 58). In ihrer Mitte befinden
sich ein bis zwei blasige Gebilde (s. Abb. 57, 58). Die Cilien des Wimpernbandes
stehen direkt neben den seitlichen Gruben in der Regel dichter als auf dem Teilstluck
zwischen den beiden (s. Abb. 56, 57). Bei fast geschlossener Schale schlagen sie
bei der fixierten Larve stets nach auf3en um (s. Abb. 59).

g) Sinnesborsten.

Sinnesborsten, die denjenigen der anderen Unionacea &hneln, sind nicht
vorhanden, wohl aber zwei Cilienbuschel, die sich jeweils in der Nahe des
“Schnabelrandes” befinden, also in etwa an der Stelle, wo die anderen
beschriebenen Glochidien ihre drei Sinnesborsten in Hakennahe besitzen. Die
Cilienbuschel treten direkt aus dem Epithel hervor, ohne dal} sie ,-wie bei den
anderen Muschelarten-, eine Art Schaft umgibt (s. Abb. 56, 60, 61). Bei fast
geschlossener Schale haben die Cilien Kontakt miteinander (s. Abb. 59). An
manchen dieser Cilien sind bei 10 000 facher VergréRerung scheibenférmige
Endungen zu erkennen (s. Abb. 62, Ausschnitt aus 59). Uber der Vorwdlbung des
SchlieBmuskels kommen zwei Cilienpaare vor (s. Abb. 57).
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Abb. 56: Aufsicht schrdg von hinten auf die Glochidie von Margaritifera, 2
Cilienpaare Uber dem SchlieBmuskel = >, Cilienblischel beim Schalenrand = Pfeil,
Wimpernband zwischen den seitlichen Gruben = dicker Pfeil, sG = seitliche Gruben, 1
= Furche um den SchlieBmuskel, 2 = zweite Furche, 3 = Furche beim Schalenrand,
Mafstab 10 um

Abb. 57: M. margaritifera, zwei Cilienpaare Uiber dem SchlieBmuskel = >, seitliche
Gruben mit blasigen Auftreibungen = Pfeil, Ci = Cilienband, MaRstab 10um
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Abb. 58: M. margaritifera, re. seitliche Grube, blasige Auftreibungen = Pfeil, kurze
Mikrovilli = Stern, Mastab 1pym

Abb. 59: M. margaritifera von hinten,

Abb. 60: M. margaritifera , beim

Cilienblschel im Kontakt miteinander = Schalenrand 2 Cilienblschel = Pfeil,
>, Bewimperung = Pfeil, Balken = mittlere Furche im Mikrovilliiberzug = >,
Ausschnitt von Abb. 62, MaRstab 10pum MaRstab 10um
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Abb. 61: Margaritifera, linke seitliche Grube = Stern, Cilienbuschel = Pfeil, SR =
Schalenrand, Ci = Cilienband, Mv = Mikrovilli, MaRstab 5um

Abb. 62: M. margaritifera, Ausschnitt aus Abb. 59,
Auftreibung einer Cilie im Cilienblschel = Pfeil, Mv =
Mikrovilli, MaRstab 2um
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3.1.4.2. Das Glochidium von Margaritifera margaritifera: Zusammenfassung

Die Glochidien der FluRperlmuschel sind sehr klein und haben eine hakenlose
schnabelartig geformte Schale, deren Rand gegenuber der SchioRlinie umgebogen
ist und scharfkantig auslauft. Die Ventraloberflache zeigt Mikrovilli-Besatz.
Sinnesborsten, wie sie bei den Larven der anderen Unionaceae vorkommen, besitzt
sie nicht, aber zwei paarige Cilienbtschel in Schalenrandnahe sind vorhanden. Die
seitlichen Gruben sind mit einem Wimpernstreifen aus langen relativ dicht
stehenden Cilien verbunden, ein Larvalfaden fehit.

Abb. 63: Zeichnung der Glochidie von Margaritifera, CB = Cilienbuischel, CP =
Cilienpaar, sG = seitliche Grube
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3.1.5. Zusammenfassung der morphologischen Unterschiede von Glochidien
der untersuchten Arten

a) Zeichnungen im Uberblick

Unio pictorum Anodonta anatina

Pseudanodonta complanata

Margqaritifera marqaritifera

Abb. 63a: Zeichnungen der morphologischen Unterschiede von Glochidien der Unionacea im
Uberblick
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3.1.6. Ergédnzende Bedbachtungen zu den Strukturen des Weichkorpers
durch Transmissionselektronenmikroskopie von Anodonta cygnea

und Margaritifera margaritifera

~ 3.1.6.1. TEM der Glochidie von Anodonta cygnea

Exemplarisch wurde die Larve vor Anodonta cygnea ultradinn geschnitten. Im
Weichkorper der Larven kann unterschieden werden:

a) larvaler Mantel

In der UbersichtsvergréRerung von 1:1000 zeigen die glochidialen Mantelzellen von
Anodonta cygnea im Frontalschnitt eine blasige Struktur. Die meistens runden oder
abgerundeten Zellkerne enthalten wenig stark kontrastiertes Chromatinmaterial, der
Nucleolus wurde bisweilen angeschnitten. Im basalen Zelleib findet man dunkel
kontrastierte Konglomerate eingelagert. Die ventrale Zelloberflache zeigt
Mikrovillibesatz, Zellgrenzen sind haufig erkennbar (s. Abb. 64). Der abgebildete
Frontalschnitt liegt am vorderen Rand des SchlieBmuskels, der Schalenhaken wurde
am Rand des Zahnbesatzes getroffen.

b) Larvalfaden und SchlieBmuskel

Da der Larvalfaden zweimal den SchlieBmuskel in der rechten Glochidienschale
umgibt (Woob 1973), muR er beim Frontalschnitt in der Mitte des Tieres vierfach zu
sehen sein.

Die beiden oberen Schlingen befinden sich nahe beim larvalen SchioB, die beiden
anderen beim Schalenhaken. Im Querschnitt zeigt der Larvalfaden eine graue
Kontrastierung und sitzt in einer Zellformation, die an Flugel erinnert (s. Abb. 64,
65). Diese flugelférmige Gewebshulle besteht aus funf, im Querschnitt 1,5 bis 5um
messenden, abgeflachten Zellen. Bei 4.550facher VergréRerung werden die
Zellgrenzen dieses schmalen Gewebssaums sichtbar, und die Feinstruktur des
Larvalfadens wirkt noch homogen (s. Abb. 65). VergréRert man 20.000fach, wirkt sie
gekérnt (s. Abb. 66).
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Der im Frontalschnitt l&ngs getroffene SchlieBmuskel zeigt glatte Muskelzellen, die
grofRe Zellkerne mit reichlich stark kontrastiertem Chromatin enthalten (s. Abb. 67).

c) Sinnesborsten

Die Sinnesborsten bestehen aus einer gebogenen langgezogen Zelle mit spitzem
Ende, die HERBERS (1914) als zipfelférmig bezeichnet.

Im ultrastrukturell dargestellten Zipfel dieser Zellen befinden sich Vesikel mit relativ
homogener grauer Kontrastierung, das Plasma ist gekérnt (s. Abb. 68). Der grofRe
Zellkern sitzt an der AuBenkrimmung der Zelle, er enthalt reichlich stark
kontrastiertes Chromatin (s. Abb. 68, 69,). Uber ihm beginnt die Region der
GeilRelwurzel. Diese feinen quergestreiften fadigen Gebilde ziehen bis dicht an den
Kern heran (s. Abb. 69). Dazwischen sitzen ovale bis eiférmige Vesikel, deren
basales und apikales Ende grau kontrastiert erscheint, der restliche Hohlraum wird
hell abgebildet. An der Zelloberflache gehen die GeiRelwurzeln in Cilienbasen tber
und munden schlielich in Cilien (s. Abb. 69, 70). Im Querschnitt 14t sich deren
Tubulusstruktur von 9+2 erkennen (s. Abb. 69). Das abgebildete Sinnesborstenpaar
stellt die mittelstdndigen dar. Da sie bei geéffneter Glochidie aus der ventralen
Oberflache hervortreten, mussen sie bei Schalenschlu, - der dargestelite
Ultradiinnschnitt wurde an einer geschlossenen Larve durchgefuhrt -, “eingestulpt”
werden kénnen (vergl. Abb. 68, 69 und 39, 40). Die Cilien werden beim abgebildeten
Exemplar zum Schalenrand hin umgebogen. Das umgebende Gewebe zeigt
Mikrovilli-Besatz (s. Abb. 68, 69, 70).
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Abb. 64: Anodonta cygnea, Frontalschnitt durch den larvalen
Mantel in H6he des vorderen SchlieRmuskel-u.Hakenrandes,
Zellgrenzen = Pfeil, Zellkerne = kurze Pfeile, H = Haken, Mv =
Mikrovilli (dort auch verkippt angeschnittene Mantelzellen >), L =
Larvalfaden, K = stark kontrastierte Konglomerate, Mal3stab 10um
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Abb. 65: Ausschnitt aus Abb. 64, Querschnitt des Larvalfadens von A. cygnea,
Zellgrenzen der fligelférmigen Zellformation = Pfeil, Balken = Ausschnitt von Abb. 66,
Mafstab 1pm

Abb. 66: Ausschnitt aus Abb.64 und 65, Teil des Larvalfadens und seiner Hiille,
A.cygnea, Zellgrenze = Pfeil, gekdrntes Material = Stern, MaR3stab 1um
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Abb. 67: glatte Muskelzelle des larvalen
SchlieBmuskels von Anodonta cygnea, Zellkern =
groRRer Pfeil, Ma3stab 1um
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Abb. 68: Mediane Sinnesborste von A. cygnea, zipfelférmiges basales Ende der

Zelle = >, Zellkern = Pfeil, Mv = Mikrovilli, Ci = Cilien, Pb = Bleiniederschlag,
MaRstab 1um
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Bildbeschriftung der vorherigen Seite:

Abb. 69: Gegenuberliegende Sinnesborsten bei geschlossener Glochidienschale,
unterer Teil der Abb.ildung = Ausschnitt aus Abb. 68, Cilienwurzeln = >, Cilienbasen
= Pfeil, Vesikel apikal und basal grau kontrastiert = kurzer Pfeil, Mv = Mikrovilli, N
Zellkern, Pb = Bleiniederschlag, Balken = Ausschnitt von Abb. 70, Stern
Cilienquerschnitt, Mal3stab 1um

Abb. 70: Ausschnitt aus Abb. 68 / 69, Sinnesborste von A. cygnea,
Cilienbasen = Pfeil, Cilienwurzeln = > , Mal3stab 1um

(diese Abbildungen wurden trotz der Kontrastierungsverunreinigung durch Bleiniederschiag
ausgewahlt, weil es auch bei Wiederholungsschnitten nicht gelang, die Cilienwurzeln und -

basen im Verlauf zu treffen)
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3.1.6.2. TEM der Glochidie von Margaritifera margaritifera

Elektronenmikroskopisch stellt sich das Gewebe der Glochidien von Margaritifera
recht kompakt dar. Zellgrenzen sind kaum zu erkennen. Zum Schalenrand hin sind
grau kontrastierte Grana ins Gewebe eingelagert. Der Mikrovillibesatz reicht nicht
bis zur Schale heran (s. Abb. 71, 73). Ist der SchlieBmuskel im Frontalschnitt nicht in
voller Lange getroffen, findet man in der Mitte des Tieres dachziegelartig
angeordnete Gewebsanteile (s. Abb. 71, 72). In den Epithelzellen kommen direkt
unter den Mikrovilli an manchen Stellen runde Gebilde vor, die teilweise
hintereinander oder spiralig aufgereiht zu sein scheinen (s. Abb. 71, 72, 73, 75).

Wurde im Ultradinnschnitt der Bereich der Cilienblschel getroffen, lassen sich
groRRe Zellkerne mit reichlich stark kontrastiertem Chromatin feststellen (s. Abb. 73).
Bei verkipptem Anschnitt werden Cilien und deren Basen im Querschnitt dargestellt
(s. Abb. 74, 75).

Ein Schnitt durch den mittleren Anteil des Schalenrands stellt diesen als
aullerordentlich spitz dar (s. Abb. 76).
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Abb. 71: Querschnitt der Glochidie von M. margaritifera, SchlieBmuskel
am Rand angeschnitten = Pfeil, eingelagerte Grana = >, Mv = Mikrovilli,
Balken = Ausschnitt von Abb. 72, MaRstab 10um

Abb. 72: Perlmuschellarve dachziegelartige Formen = Stern, aufgereihte
Vesikel = Pfeil, Mi = Mikrovilli, MaRstab 1um
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Abb. 73: Bereich der Cilienbuschel der Glochidie von M. margaritifera, Zellkerne =
dicker Pfeil, Ende des Mikrovillisaums = Pfeil, Cilien = kurze Pfeile, Cilienbasen = >,
Balken = Ausschnitt von Abb. 75, Mastab 5um
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Abb. 74: Ausschnitt aus Abb. 73, Cilien quer = Pfeil,
Cilienbasen quer = >, Mv = Mikrovilli, N = Zellkern,
MaRstab 1um
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Abb. 75: M. margaritifera, aufgereinte Vesikel in der Nahe der Cilienblischel =
Stern, Cilien quer = Pfeil, Cilienbasen quer = >, Mv = Mikrovilli, Mastab 1um
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Abb. 76: Schalenrand der Glochidie von M.
margaritifera = >, Ende des Mikrovillibesatzes =
Pfeil, N = Zellkern, Mastab 1um
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3.2. Encystierung von Glochidien der FluBperimuschel (Margaritifera
margaritifera) auf der Bachforelle (Saimo trutta) und der
Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) als Wirtsfischen

Die Glochidien der FluBperimuschel haften sich sowohl bei der Bach- als auch bei
der Regenbogenforelle meistens an den Kiemenblatichen, seltener an den
Demibranchien und nur in Ausnahmeféllen an den Kiemenbdgen an.

Die Zeiten der Fixierung gelten fur beide Fischarten ab beendeter Infektion. Diese
dauerte 30 Minuten. Nimmt man an, dal} sich die Perlmuschellarven gleich beim
ersten Kontakt mit dem Wirtstier anhefteten, mu@ man diese halbe Stunde
hinzurechnen. Bei den Fixierungen nach einer und nach drei Stunden konnten auch
etwas unterschiedlich fortgeschrittene Umwucherungen festgestellt werden.

3.2.1. Encystierung der Perimuschellarven auf der Bachforelle als Wirtsfisch

Die Bachforelle Saimo ftrutta stellt neben Salvellinus alpinus (bei Stresemann auch
Seesaibling genannt) den einzigen sehr gut geeigneten Wirtsfisch fur die parasitéare
Phase der FluBperlmuschel dar (BAUER 1991).

3.2.1.1. EncystierungsprozeR nach einer Stunde

Nach dieser kurzen Encystierungszeit der Glochidien ist durchaus noch der “Zubif?”
zu sehen. Eine, eventuell auch mehrere Epithelzellen ragen am Vorder- und
Hinterende der geschlossenen Schale des Parasiten heraus (s. Abb. 78).

Bei der Mehrzahl der untersuchten Préparate beginnen bereits groRe Epithelien des
Kiemengewebes vom Wirtsfisch die Perlimuschellarven zu umwuchern (s. Abb. 79,
80). Zusatzlich werden die neben dem “Parasitenbi?” liegenden Kiemenblattichen
angeregt, sich in Richtung der Anhaftungsstelle einzukrimmen (s. Abb. 79, 80).
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Abb. 78: M. margaritifera nach 1h
Anhaftzeit, eingeklemmtes Kiemen-
epithel = >, dargestellte Glochidie in der
Ubersicht = Pfeil, Demibranchie = D,
Kiemenblattchen = Kb, MaRstab 100um
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Abb. 79: 1h nach der Infektion,
Langenwachstum am Rand eines
Kiemenblattchens = Pfeil, sich

einkrimmende Kiemenblétichen =
Stern, MaRstab 20um

Abb. 80: nach 1h Encystierungszeit, beginnende Umwucherung der Glochidie
durch Kiemenepithelien = >, eingekrimmte Kiemenblattchen = Pfeil, Balken in der
Ubersicht = vergréRerte Abbildung, Maf3stab 100um
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3.2.1.2. EncystierungsprozeR nach drei Stunden

Praparate, die drei Stunden nach der Infektion gerastert wurden, zeigen weitgehend
vom Fischepithel umwucherte Glochidien. Die Anordnung der Kiemenzellen kann bei
diesem Vorgang eine Art Zylinder bilden, aus dem das larvale Schlo nach 3 h noch
herausschaut (s. Abb.81).

Weitaus haufiger wurde jedoch beobachtet, dal? die Perlmuschellarven regelrecht
vom Fischepithel “eingewickelt” werden. Hierbei bildet der aufere Rand des
Kiemenblattchens, an dem Margaritifera sich angeheftet hat, lange Zellen und
krimmt sich Richtung Larve (s. Abb. 81, 82). Von der gegenuberliegenden Seite
wachsen Zellen entgegen (s. Abb. 83, 84). Seinen Anfang nimmt dieser Prozel}
bereits nach einer Stunde Encystierungszeit, zu “erahnen” bei der unteren Glochidie
auf Abb. 80.

Abb. 81: M. margaritifera 3h nach der Infektion, zyliderférmige Umwachsung
durch Kiemenepithel = 1 und “eingewickelte” Glochidie = 2, dieselben in der
Ubersicht = Pfeil, MaRstab 100um
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;,, - . ‘Abb. 83: 3h n. d. Infektion fas
Abb. 82: 3h n. d. Infektion, vollstandig umwachsene Glochidie = >,
verlangertes Kiemenblattchen = Kb, Spalt zwischen den beiden
dasselbe in der Ubersicht = Pfeil, Umwachsungsanteilen = Stern,
MaRstab 100um MaRstab 20pm

3.2.1.3. EncystierungsprozeR nach sechs Stunden

Nach sechsstlindiger Encystierungszeit zeigt die REM-Darstellung, dal3 die
Margaritifera-Glochidie fast vollstandig von Kiemengewebe umwachsen wurde.
Lediglich ein schmaler Spalt zwischen der langeren und kurzeren Epithelwucherung

ist zu erkennen (s. Abb. 84).
X AT

Abb. 84: 6h nach der Infektion, Spalt in der Cyste = Pfeil, MaRstab 20um
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3.2.1.4. EncystierungsprozeR nach vierundzwanzig Stunden

Vierundzwanzig Stunden nach der Infektion sind die Fischgewebshullen um die
Glochidien komplett. Die einzelnen Zellen setzen sich als rundliche Auftreibung
voneinander ab. An manchen Cysten kann man spiralférmige Strukturen in der
Anordnung der Epithelien erkennen. Einkrummungen der Kiemenblattchen zum
Parasiten kommen regelmé&fdig vor (s. Abb. 85).

Die Oberflachenstruktur der Kieme von Salmo frufta zeigt bei 2000facher
VergréRerung dichte Auffaltungen (s. Abb. 82, 86). Diese Ausweitung der Zellflache
ist nicht vorhanden oder unvolistandig bei frisch entstandenen Epithelien (s. Abb.
82, 83). Nach 24 Stunden zeigt sie sich jedoch auf den noch nach aulen
vorgewolbten Zellen (s. Ausschnitt Abb. 85).
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Abb. 86: :
Abb. 85: Cyste mit Glochidie von Margaritifera Abb. 86: Oberflachenstruktur

eines Kiemenblattchens von
24h n. d. Infektion, spiralige Anordnung der Salmo ;rutta MaRstab 5um
Epithelien= >, Eingekrimmtes Kiemenblattchen = ’
Pfeil, Balken = Ausschnitt, MaBstab 5um
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3.2.1.5. Encystierungsprozess nach achtundvierzig Stunden

Nach diesem Zeitraum zeigt das Epithel, das die Glochidie vollstandig einschlieft,
keine Vorwélbungen der Einzelzellen mehr. Die Kiemenblatichen krimmen sich
weiter um die Cyste (s. Abb. 86). Noch sind die Oberflachenfalten unvollstédndig
ggbilqet (s. b 87).

LY

ekrimmte Kiemenblattchen = >, Balken in der

Abb. 87: Cyste nach 48h, g
_Ubersicht = vergréerte Abbildung, MaRstab 100um

Ausschnitt = Pfeil, MaRstab 5um
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3.2.1.6. Uberwinterungscysten

AbschlieRend kann zur Encystierung folgendes gesagt werden. Zwei Formen von
Cysten kommen vor, die vom Anhaftungsort der Glochidien abhangig sind. Schon
weil die Gesamtoberflache aller Kiemenblatichen gréRer ist als die der restlichen
Kiemenoberflache, tritt die unter a beschriebene Cystenform am haufigsten auf.

a) Haftet sich die Perlmuschellarve an einem Kiemenblattchen an, so wird sie von
seinem Epithel binnen 24 Stunden vollstdndig umwachsen. Die benachbarten
Blattchen krimmen sich. Im Verlauf von acht Wochen wickeln jeweils mindestens
zwei von ihnen die Glochidie regelrecht ein (s. Abb. 89/90). In einem gunstigen
Winkel geschnittene histologische Praparate zeigen, dafl} die Larven durch diesen
Einhullproze3 ebenfalls von je zwei Blutkapillaren umgeben werden (s. Abb. 89).
Konnte die auRere, oberflachenvergréRerte Epithelschicht der Fischkieme entfernt
werden, so zeigten sich darunter dachziegelférmig angeordnete Plattenepithelien
(vergl. Abb. 86/ 91).

b) Trifft die Margaritifera-Glochidie kein Kiemenblattchen, und haftet sie sich an
einer anderen Stelle der Demibranchien z.B. uber dem Kiemenstrahl an, so zeigen
sich in der Aufsicht mehr oder weniger daumenférmige Cysten (s. Abb. 90).

Abb. 89: Frontalschnitt, Perimuschellarve = > 4 Wo. nach der
Encystierung, K = Knorpel der Fischkieme, BlutgefalRe der
Kiemenblattchen = Pfeil, Versilberung nach Gémméri, MaRstab 35um
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Abb.90: Cystenform der mit Kiemenblattchen “eingewickelten” Glochidien von
Margaritifera = Pfeil, glatte Cystenform = Stern, 3 Mo. auf d. Bachforelle, Mastab
100um

Abb. 91: dachziegelférmige Struktur des Kiemenepithels von Salmo trutta
= Stern, dartiber die oberflachenvergréRerte Schicht = Pfeil, Mastab
10um
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3.2.2. Encystierung von Perimuschellarven auf der Regenbogenforelle als
Wirtsfisch

Die Regenbogenforelle Oncorhynchus mykiss (friher Salmo gairdneri) stammt aus
dem asiatischen Raum. Infektionsversuche mit der einheimischen FluBperimuschel
milangen stets. Diese AbstoRRreaktion wurde im REM festgehalten.

3.2.2.1. Encystierungsprozef nach einer Stunde

Zunachst haften sich die Glochidien von Margaritifera durchaus am Kiemengewebe
von Oncorhynchus mykiss an. Bei zu starkem Glochidienbesatz wirkt die Infektion
auch auf diese Fischart letal, was an einem Exemplar beobachtet wurde.

Nach einstindiger Encystierungszeit kann man in <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>