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1 EINLEITUNG

Autotrophes Nano- und Picoplankton im Sinne der GrdBeneinteilung mariner Organismen
nach SIEBURTH er al. (1978) nimmt im Gefiige des marinen pelagischen Systems eine
wichtige Rolle ein. So sind in oligotrophen Gewéssern Zellen der GroBenfraktion < 20 um
meistens hdufiger und von groferer Bedeutung als solche der Grofenfraktion > 20 um
(MURPHY u. HAUGEN, 1985; GLOVER et al.,, 1986a; GLOVER et al., 1988,
ITURRIAGA u. MARRA, 1988).

Dem autotrophen Nanoplankton (2-20 um) werden aufBer kleinen Diatomeen und
Dinoflagellaten vor allem nackte Flagellaten zugeordnet (JOINT u. POMROY, 1983;
JOINT u. PIPE, 1984). Im Gegensatz dazu besteht autotrophes Picoplankton (0,2-2 pm)
nicht nur aus eukaryontischen, sondern auch aus prokaryontischen Organismen. Dem
eukaryontischen, autotrophen Picoplankton gehdren dabei zum groften Teil sehr kleine
Flagellaten z.B. der Gattungen Micromonas, Aureococcus, Nannochloris und Chlorella an
(JOHNSON u. SIEBURTH, 1982). Die prokaryontische Komponente besteht zum einen aus
Prochlorophyten, deren Vorkommen und Bedeutung erst in den letzten Jahren erkannt
wurde (CHISHOLM et al., 1988; LI u. WOOD, 1988; VAULOT et al., 1989; OLSON et
al., 1990a), zum anderen wird sie von phycoerythrinreichen, coccalen Cyanobakterien
dominiert (MURPHY u. HAUGEN, 1985; GLOVER et al., 1986a; GLOVER et al. 1988a,
b). Letztere werden meist der von RIPPKA er al. (1979) aufgestellten Gattung
Synechococcus zugeordnet.

Durch die Untersuchungen von WATERBURY et al. (1979) und JOHNSON u. SIEBURTH
(1979) konnte das globale Vorkommen von Synechococcus allgemein nachgewiesen werden.
Studien der letzten zehn Jahre machten zudem auf die herausragende Bedeutung dieser
Organismen hinsichtlich der Produktionsleistung der Ozeane aufmerksam (THRONDSEN,
1978, 1979; JOHNSON u. SIEBURTH, 1982; JOINT u. POMROY, 1983; Ll ef al., 1983;
TAKAHASHI u. BIENFANG, 1983; TAKAHASHI u. HORI, 1984; GLOVER, 1985;
MURPHY u. HAUGEN, 1985; OLSON er al., 1985; TAKAHASHI et al., 1985;
GLOVER et al., 1986a; LI u. WOOD, 1988; HOWARD u. JOINT, 1989; HALL u.
VINCENT, 1990; JOCHEM, 1990a; OLSON et al., 1990).

AuBerdem wurde durch die Aufstellung des Konzeptes des "Microbial Loop" (AZAM et
al., 1983) eine weitere bedeutende Funktion dieser Kleinstplankter im Stoffkreislauf des
Pelagials erkannt (THINGSTAD, 1987; HAGSTROM et al., 1988). Der "Microbial Loop"
stellt ein komplexes mikrobielles Nahrungsnetz im pelagischen Nahrungssystem dar, in der
von Phytoplankton exsudiertes, gelostes organisches Material die bakterielle Produktion



unterstiitzt und so dem System erhalten bleibt. In Okosystemen, in denen als
Primirproduzenten coccale Cyanobakterien dominieren, spielt dabei die Konsumierung
dieser Zellen durch das Protozooplankton eine zentrale Rolle in der Vermittlung des
organischen Materials von Primdrproduzenten zu hoheren trophischen Ebenen
(HAGSTROM er al., 1988).

Mit der Erkenntnis, daB autotrophes Picoplankton einen metabolisch aktiven Teil
mikrobieller Gemeinschaften darstellt und am Umsatz von Kohlenstoff in grofem MaBe
beteiligt sein kann, ging die Entwicklung neuer Methoden zu dessen Erfassung einher.
Denn mit klassischen Methoden, wie z.B. der Uterm6hlmethode, konnen sehr kleine Zellen
quantitativ nicht genau genug erfafit werden (REID, 1983; TAKAHASHI u. BIENFANG,
1983).

So stellte die Einfilhrung der Epifluoreszenzmikroskopie und der damit verbundenen
Fluoreszenzfirbungen einen groBen Fortschritt auf diesem Gebiet dar (DeNOYELLES,
1968; ZIMMERMANN u. MEYER-REIL, 1974; DALEY u. HOBBIE, 1975; HOBBIE et
al., 1977; BROCK, 1978; PORTER u. FEIG, 1980; DAVIS u. SIEBURTH, 1982; HAAS,
1982; CARON, 1983).

Doch stellt sich heute unter anderem der zusétzliche Anspruch einer schnellen Erkennung
und gleichzeitigen Messung verschiedenster Eigenschaften solcher Kleinstplankter, z.B. im
Zusammenhang mit einem "remote sensing" (PLATT, 1989). Mit der Einfiihrung der
Durchflufzytometrie in die Planktonforschung (YENTSCH u. HORAN, 1989) konnte
dieser Forderung nachgekommen werden.

Dabei sind die grundsdtzlichen Prinzipien der zytometrischen Messung schon sehr viel dlter.
So wird die Zdhlung von Zellen im FluB zum ersten Mal 1934 von MOLDAVAN erwihnt,
und bei dem 1949 patentierten Coulter-Counter wurden dann Zellen hintereinander und
einzeln gezdhlt und deren Volumen gemessen (eine Zusammenfassung der
Geridteentwicklung geben MELAMED et al., 1990). Automatisierte Methoden zur
Zellerfassung und -zihlung wurden zunichst zur Bearbeitung medizinischer Fragestellungen
entwickelt und finden heute in der Krebsforschung, Immunbiologie, efc. Anwendung
(HORAN u. WHEELESS, 1977). Die Bedeutung dieser Entwicklung fiir die
Planktonforschung zeigt sich unter anderem darin, daf} die Hypothese eines kontinuierlichen
GroBenspektrums in den Ozeanen unter Anwendung eines Coulter-Counters aufgestellt
wurde (SHELDON et al., 1972).

Mit fortschreitender Entwicklung dieser Prinzipien bietet die DurchfluBzytometrie heute die
Moglichkeit einer simultanen, prdzisen Messung multipler Parameter (Fluoreszenz,
Volumen, Oberfldchenstruktur esc.) einer individuellen Zelle (BURKILL, 1987; DEMERS



et al., 1989). So kann eine Wasserprobe innerhalb weniger Sekunden bis Minuten auf ihre
qualitative und quantitative Zusammensetzung untersucht und die Heterogenitit von
Gemeinschaften oder Populationen bestimmt werden. Dabei erstreckt sich die
Anwendbarkeit der DurchfluBzytometrie in der Planktonforschung von experimentellen
Ansdtzen (OLSON et al., 1983; OLSON et al., 1988; VAULOT et al., 1989) bis zu
Bestandsaufnahmen im Freiland (B¢RSHEIM et al., 1989; OLSON et al., 1990a, b;
YUNEYV et al., 1990). Auierdem schreitet die Entwicklung solcher Gerdte schnell voran
(DEAN, 1990; FRANKEL et al., 1990) und mit entsprechend kleinen und gegen
Vibrationen unempfindlichen Geriten ist man heute sogar in der Lage, Messungen an Bord
durchzufiihren (OLSON et al., 1985; LI u. WOOD, 1988; B4RSHEIM et al., 1989; LI,
1989).

Bei Einsatz solcher Methoden und neu entwickelter Gerite muB eine Uberpriifung
hinsichtlich ihrer Genauigkeit und Reproduzierbarkeit erfolgen. Direkte Vergleiche
zwischen Durchflufzytometrie und Epifluoreszenzmikroskopie sind bisher allerdings relativ
selten.

Aus diesem Grund war eines der Hauptziele dieser Arbeit, Aussagen iiber die Genauigkeit
der zytometrisch erhaltenen Datensdtze zu gewinnen. Als Referenzdaten wurden epifluores-
zenzmikroskopische Ergebnisse herangezogen.

Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit galt der Untersuchung des autotrophen Picoplanktons.
Hier sollte die Bedeutung von Synechococcus sp. in der zentralen Ostsee und in einem
kiistennahen Gebiet - der Kieler Bucht - dargestellt werden. Zusitzlich wurden Experimente
durchgefithrt, um physiologische Eigenschaften von Synechococcus sp., deren Wichtigkeit
fiir das globale Vorkommen dieses Organismus und die Einsatzmoglichkeiten der
DurchfluBzytometrie bei derartigen Fragestellungen bewerten zu konnen.



2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Herkunft des untersuchten Materials

2.1.1 Freilandproben

2.1.1.1 Entwicklung des autotrophen Pico- und Nanoplanktons von Mai bis September in

der Kieler Bucht

Von Mai bis September 1991 wurde die Entwicklung des autotrophen Pico- und
Nanoplanktons auf den Stationen "Kieler Bucht" und "Boknis Eck" (Abbildung 2.1)
untersucht. Beide Stationen werden im Rahmen des vom Institut fiir Meereskunde
durchgefithrten biologischen Monitorings regelmaBig beprobt und wurden wegen ihrer
Vergleichbarkeit mit fritheren Untersuchungen an Pico- und Nanoplankton ausgewaihlt. In
den hier vorgestellten Untersuchungen erfolgte die Beprobung in Abstinden von zwei bis
vier Wochen (Tabelle 2.1). Die Proben wurden jeweils aus 2 und 15 m Tiefe mit einem
Niskin-Wasserschopfer (5 1) gezogen.
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Abbildung 2.1: Lage der Stationen "Boknis Eck" (BE, 28 m) und "Kieler Bucht" (KB,

17 m)



Tabelle 2.1: Ubersicht iiber die Probennahme in der Kieler Bucht, BE = “"Boknis Eck",
KB = "Kieler Bucht"

Station Datum der Probennahme

BE 15.05., 21.05., 12.06., 17.06.,
02.07., 22.07., 14.08., 05.09.

KB 21.05., 17.06., 22.07., 14.08.

2.1.1.2 Driftstudien in der 6stlichen Gotlandsee (BAMBI '91)

Im Zuge des BAMBI-Projektes (Baltic Microbial Biology Investigation) 1991 sollte mittels
Zytometrie und Mikroskopie der Bestand des Pico- und Nanoplanktons in Form von
Vertikalprofilen aufgenommen und mit den Ergebnissen fritherer Untersuchungen
verglichen werden. Gleichzeitig konnten diese Ergebnisse zur Uberpriifung der
quantitativen Genauigkeit des Zytometers herangezogen werden, so daB eine
Vervollstindigung der unter 2.3.1 noch zu beschreibenden Versuche um Freilanddaten
erlangt wurde.

Wihrend BAMBI '91 wurden mit FS Alkor vom 26. Juli bis zum 13. August in der
Ostlichen Gotlandsee zwei kurze Driftstudien von je vier Tagen durchgefiihrt. Eine
Ubersicht iiber das Probengebiet und die hier ausgewerteten Driftstationen zeigt die
Abbildung 2.2. Die erste Driftstudie verlief vom 01.08. bis zum 04.08., die zweite vom
07.08. bis zum 10.08.91, wobei der verfolgte Wasserkorper mit einer kegelférmigen
Argosboje markiert wurde. Die Stationen und die beprobten Tiefen sind in Tabelle 2.2
aufgefiithrt. Die Beprobungszeit lag zwischen 6.30 und 8.00 Uhr morgens, mit Ausnahme
der Stationen 435 und 450, die erst gegen 12.00 Uhr mittags beprobt wurden. Alle Proben
wurden mit einer 12 x 10 I Rosette mit Wasserschopfern vom Niskin-Typ genommen.
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Tabelle 2.2: Driftstationen und Probennahme wihrend BAMBI '91; BWS = Boden-
wasserschopfer (214 m), Station 423 bis 435 = erste Drift, Station 440 bis 450 = zweite
Drift

Station | Datum Position Tiefe Probentiefe [m]

423 01.08. 57°21,6'N 19°55,5'E 219 0,5,10,15,25,35,40,60,80

427 02.08. 57°23,3'N 19°50,9'E 196 0,5,10,15,25,35,60,80,100,

140,160

431 03.08. 57°25,7'N 19°47,7'E 0,5,10,15,25,35,60,80,100,
120,137

434 04.08. 57°27,7'N 19°49,5'E 220 0,5,10,15,25,35

435 04.08. 57°21,9'N 19°57,7'E 224 60,80,100,120,140,160

440 07.08. 57°23,0'N 19°55,5'E 206 0,5,15,15,25,35,60,80,100,

120,140,160

443 08.08. 57°24,0'N 19°51,6'E 192 0,5,10,15,25,35,60,80,100,
120,140,160

446 09.08. 57°25,0'N 19°52,5'E 195 0,5,10,15,25,35,60,80,100,
120,140,160

449 10.08. 57°25,0'N 19°55,4'E 213 0,5,10,15,25,35,60,80,100,
120,140,160
450 10.08. 57°21,6'N 19°56,8'E 214 180,BWS




2.1.2 Kulturen

Waihrend dieser Arbeit wurden drei verschiedene Synechococcus-Stimme benutzt. Zwei
dieser Staimme wurden Anfang 1990 aus der Kieler Bucht isoliert: KB9001 und KB9002.
Diese Stimme unterschieden sich beziiglich ihres Pigmentgehaltes. Der Stamm KB9001
erscheint unter weifem Licht in Kultur rot, der Stamm KB9002 griin. Bei dem dritten
Stamm, WH7803 (= DC-2), handelt es sich um ein Isolat aus dem Atlantik (von R.
OLSON, Woods Hole, zur Verfiigung gestellt).

Die Anzucht und Hailterung der Kulturen erfolgte bei 20 °C und einem zwolfstiindigen
Hell-Dunkel-Zyklus. Die Lichtintensitdt betrug 22 pE-m-2-s-1 (BARLOW u. ALBERTE,
1985). Alle Synechococcus-Stimme wurden auf Schiitteltischen angezogen oder mittels
Magnetriihrern in Bewegung gehalten, da in ruhenden Kulturen eine rasche Sedimentation
der Zellen festzustellen war.

Maximales Wachstum wurde fiir die Ostseestimme auf f/2-Medium (GUILLARD, 1975)
und fiir den Stamm WH7803 auf dem kiinstlichen Seewassermedium ASW (artificial
seawater; WYMAN e al., 1985) erreicht. Der Ansatz der Medien erfolgte je nach
Herkunftsort der Kulturen mit Ostsee- oder Atlantikwasser, welches iiber 0,2 um
Membranfilter vorfiltriert wurde. Sdmtliche KulturgefdBe bestanden aus Glas und wurden
mit Aluminiumfolie oder Metallkappen verschlossen. Alle Kulturen wurden grundsitzlich
steril behandelt, d.h. Medien und Gefdfle wurden autoklaviert und eine Animpfung oder
Probenentnahme fand unter sterilen Bedingungen statt. Die Kulturen wurden regelmagig auf
frisches Medium liberimpft, wobei dies im Falle der Ostseekulturen nach drei bis vier und
im Falle der WH7803-Kulturen nach zwei Wochen geschah.

2.2 Bearbeitung des Probenmaterials
2.2.1 Abiotische Parameter

Als abiotische Parameter wurden bei den Proben aus der Kieler Bucht und wiahrend
BAMBI '91 die gelosten Néhrstoffe Nitrat, Nitrit, Ammonium, Phosphat und Silikat nach
GRASSHOFF et al. (1983) gemessen.

Wihrend BAMBI '91 wurde auBerdem der Sauerstoffgehalt {iber die WINKLER-Methode
und Schwefelwasserstoff bestimmt (GRASSHOFF et al., 1983). Temperaturprofile wurden



mit einer ME-Multisonde aufgenommen. Die Salinitit wurde durch Salinometrie aus
dislreten Proben ermittelt.

Zur Messung der Eindringtiefe des Lichtes wurde eine Secchischeibe (Durchmesser 0,5 m)
eingesetzt und die Tiefe der euphotischen Zone (< 1%-Lichttiefe) nach PARSONS er al.
(1984) berechnet. Lichtmessungen innerhalb der Wassersiule erfolgten taglich gegen 12.00
Uhr mittags mit einem Licor-4r-Quantameter.

2.2.2 Biologische Parameter

Als Standardparameter bei allen aus dem Freiland gewonnenen Proben wurden
Primdrproduktion und Chlorophyll fiir das gesamte Phytoplankton und in den vier
GroBenfraktionen > 20 um, 20-5 pm, 5-2 pm und < 2 um bestimmt. Ebenfalls wurden
die Zellabundanzen im GréBenbereich 0,2 bis 20 um erfafit.

2.2.2.1 Chlorophyll

Zur Chlorophyllbestimmung wurde zwischen 0,5 und 11 Probenwasser mit einem
Unterdruck von 150 bis 200 mm Hg (SHELDON, 1972; WATERBURY et al., 1986)
filtriert. Die Fraktionen < 20 um wurden durch eine Netzgaze mit einer Maschenweite von
20 um vorfiltriert, die Fraktionen 5-20 um, 2-5 um und < 2 um ergaben sich durch die
Vorfiltration iiber Membranfilter mit entsprechender Porengr6Be (Nuclepore, 45 mm
Durchmesser). Jedes so erhaltene Filtrat wurde auf Glasfaserfilter (Whatman GF/F, 25mm
Durchmesser) filtriert, die anschlieBend bis zu ihrer Aufarbeitung bei -18 °C (maximal vier
Wochen) eingefroren wurden. Die Chlorophyllextraktion erfolgte in 90prozentigem Aceton.
Der Chlorophyllgehalt wurde mit einem Kontron-Spektralfluorometer bestimmt, dessen
Eichung gegen trichromatisch gemessenes Chlorophyll (Chlorophyllstandard, Fa. Serva)
erfolgte.

2.2.2.2 Primérproduktion

Die Primirproduktion wurde durch die Aufnahme von H14C03 nach STEEMANN
NIELSEN (1952) bestimmt. Generell wurden 250 ml Probe in Polycarbonatflaschen (Fa.
Nalgene) inkubiert. Die Proben aus der Kieler Bucht wurden mit einer Radioaktivitdt von
26,8 uCi NaH14CO3 pro Probe fiinf bis sechs Stunden unter den beschriebenen
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Kulturbedingungen (s. 2.1.2), die BAMBI-Proben mit einer Radioaktivitit von 20,4 pCi
NaH14C03 pro Probe ca. zwdlf Stunden (07.00 bis 19.00 Uhr) in situ inkubiert. Alle
Proben wurden nach der Inkubation mit 1,0-10-5 mol-I-l DCMU (3-(3,4-Dichlorphenyl)-
1,1-dimethylhamnstoff) versetzt, um die photosynthetische Aktivitit und damit die weitere
Aufnahme von H14CO3 zu stoppen (JOCHEM, 1987). Als Dunkelkorrektur dienten bei
den Proben der Kieler Bucht 45 ml und wihrend BAMBI '91 250 ml Probe, die vor der
Inkubation mit 1,0-10-3 mol-I-'1 DCMU versetzt wurden (LEGENDRE et al., 1983). Die
Fraktionierung der Proben erfolgte nach der Inkubation, um zusitzlichen StreB fiir die
Zellen durch "pre-screening” zu vermeiden (ITURRIAGA u. MITCHELL, 1986). Dazu
wurden jeweils 45 ml der Probe durch eine 20 pum Netzgaze bzw. durch 5,0 und 2,0 um
Nuclepore-Membranen (25 mm Durchmesser) filtriert und die Filtrate wiederum auf
0,2 pm Filter (25 mm Durchmesser) filtriert. Diese Filter wurden mit 5 ml Lumagel SB
versetzt und nach zwolf Stunden in einem Packard Tricarb Liquid-Szintillationszahler
gemessen. Die zur Berechnung der Primdrproduktion notwendige Bestimmung der
Alkalinitit erfolgte auf der Basis von Temperatur und Salinitit aus einem Tabellenwert fiir
die Ostsee.

2.2.2.3 Epifluoreszenzmikroskopie

Die Zellzahlen des Pico- und Nanoplanktons wurden mittels Epifluoreszenzmikroskopie
bestimmt. Dazu wurden definierte Volumina der Proben auf 0,2 pm Filter (Nuclepore)
filtriert. Zur besseren Verteilung des Unterdrucks iiber den Nuclepore-Filtern diente eine
0,2 pm Membran als Unterlage (WATERBURY er al., 1986). Die Nuclepore-Filter waren
zur Vermeidung von Hintergrundfluoreszenz entweder schon schwarz vorgefarbt oder
wurden zu diesem Zweck 24 h in Irgalanschwarz (Fa. Serva) eingelegt und vor der
Benutzung mit destilliertem Wasser gespiilt (HOBBIE et al., 1977). Fiir die Untersuchung
von Cyanobakterien und eukaryontischen, autotrophen Zellen wurden zwei verschiedene
Filter angefertigt. Zur Bestimmung der Abundanzen wurden, ohne vorherige Anfarbung der
Zellen, 20 bis 40 ml Probe filtriert (= Autofluoreszenzfilter). Auf diesen Autofluores-
zenzfiltern konnten unter Blauanregung Cyanobakterien aufgrund ihrer orange-gelblichen
Autofluoreszenz von den rot fluoreszierenden eukaryontischen, autotrophen Zellen unter-
schieden werden (BROCK, 1978; JOHNSON u. SIEBURTH, 1979; DAVIS er al., 1985;
WATERBURY et al., 1986; LI u. WOOD, 1988). Auf einen zweiten Filter wurde ein
geringeres Volumen (5 ml) einer Parallelprobe filtriert und die Zellen mit Proflavin
(Proflavin-hemisulfat, Fa. Serva; HAAS, 1982) angefarbt (= Proflavinfilter). Proflavin



11

farbt das Zytoplasma an, und so konnte unter Blauanregung nicht nur ein
autofluoreszierender Chloroplast, sondern die ganze Zelle anhand des griinlich
erscheinenden Plasmas erkannt werden. GroBere Probenvolumina, die zur Ermittlung der
Abundanzen bendtigt wurden, konnten wegen Uberfirbung nicht mit den entsprechenden
Mengen Proflavin behandelt werden. Durch die Herstellung von Autofluoreszenz- und
Proflavinfiltern konnten autotrophe Zellen ohne Unterschitzung vermessen werden und es
konnte gekldrt werden, ob zwei Chloroplasten zu einer oder zwei Zellen gehoren.

Bakterien wurden mit DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol, Fa. Serva; PORTER u. FEIG,
1980; DAVIS et al., 1985) angefirbt (Probenvolumen: 2 ml). DAPI farbt primédr die DNA
an, und die Zellen erscheinen unter UV-Anregung blau. Die bakterielle Kontamination der
DAPI-Losung wurde durch Sterilfiltration in regelmdBigen Abstinden ausgeschlossen
(HOBBIE, 1977).

Die Filter der Proben aus der Kieler Bucht wurden spdtestens sechs Stunden nach
Probennahme, die Filter der BAMBI-Fahrt sofort nach Probennahme (maximal 30 Minuten
spater) angefertigt. Die Anfarbung der Proben erfolgte immer im mit Formol fixierten
Zustand (Endkonzentration: 1%). Die Filter wurden auf Objekttriger gelegt, mit
Immersionsol (Cargille, Typ A; HOBBIE et al., 1977, WATSON, 1977; HAAS, 1982)
eingedeckt und anschlieBend bei -18 °C bis zur Auswertung eingefroren. Aufgrund des
Ausbleichens der Zellen, gerade auf den Autofluoreszenzfiltern, fand die Auswertung der
Filter spdtestens nach vier Wochen statt (WATERBURY et al., 1986). Pro Filter wurden
fir die Ermittlung der Zellkonzentrationen des autotrophen Pico- und Nanoplanktons je
nach Dichte der Organismen entweder 150 Zellen (Fehler = + 20%; VENRICK, 1978)
oder 50 Felder eines speziellen Mefgitters (New Porton-Grid 12, Graticules Ltd., England;
B#RSHEIM u. BRATBAK, 1987) ausgezidhlt. Zur Bestimmung der Bakterien-
konzentrationen wurden immer ber 200 Zellen (Fehler = + 10%; VENRICK, 1978) bzw.
20 MeBfelder ausgezdhlt. AuBerdem wurden mit Hilfe dieses Gitters 50 Zellen jeden Typs
in Ladnge und Breite vermessen.

Die Auszihlung erfolgte unter einem Zeiss-Mikroskop mit einem 100 x Ol-Neofluar-
Objektiv. Es wurde eine Anregung im blauen Bereich des Spektrums (Bandpass-
Excitationsfilter: 450-490 nm, FT 510, LP 520) und eine Anregung im ultravioletten
Bereich des Spektrums (Bandpass-Excitationsfilter: 365 nm, FT 395, LP 397) verwendet,
die Lichtquelle bestand aus einer Quecksilberbogenlampe (50 W).
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2.2.3 Zytometrie
2.2.3.1 Prinzip der zytometrischen Messung

Das groBe Leistungsvermdgen der Durchflufzytometrie besteht in der Fihigkeit, bei extrem
hohem Probendurchsatz verschiedene Parameter einzelner Partikel gleichzeitig erfassen zu
konnen.

Zum einem besteht die Moglichkeit, Fluoreszenzeigenschaften von Partikeln, im
allgemeinen Zellen, zu qualifizieren und zu quantifizieren. Fiir diese Analyse eignen sich
besonders autotrophe Organismen, deren Pigmente eine unterschiedliche Fluoreszenz
ausstrahlen konnen. Die Anwendung von Fluoreszenzfarbstoffen ermoglicht es zudem,
spezielle Zellbestandteile anzufirben (z.B. DNA-Anfirbung mittels DAPI oder Hoechst
33342, BOUCHER er al.,, 1991) und so heterotrophe Organismen, die nicht
autofluoreszieren, der zytometrischen Analyse zugénglich zu machen.

Zum zweiten kann mit einem Durchflufzytometer das Volumen und die Oberfldchenstruktur
einzelner Partikel erfat werden. Gro8e und Oberfldchenstruktur von Partikeln kdnnen wie
in einem Coulter-Counter, also durch die Verdnderung eines elektrischen Feldes, deren
GroBe proportional dem Volumen des gemessenen Partikels ist, oder durch Lichtstreuung
der Partikel ermittelt werden. Da in dieser Arbeit keine Volumenmessungen durchgefiihrt
wurden, soll an dieser Stelle nicht weiter auf diese Moglichkeiten eingegangen werden.

Voraussetzung zur Bestimmung der oben erwdhnten Parameter ist zunédchst ein Aufbau, der
einen so exakt zu manipulierenden ProbendurchfluB zuldBt, daB jedes Partikel einzeln an
einer bestimmten Stelle des MeBsystems erfaft werden kann. Zu diesem Zweck wird die
Probe in einer MeBkammer durch ein MeBloch mit sehr geringem Durchmesser (30-80 pm)
geleitet. MefSkammern mit unterschiedlichen MeBl6chern sind austauschbar und die GroBe
des MeBlochs ist in Relation zu der Grofie der zu untersuchenden Partikel moglichst klein
gewihlt. In der MeBkammer wird der Probenstrahl von einer Mantelfliissigkeit umgeben,
um diesen moglichst definiert flieBen zu lassen, d.h. mit gleichmédBigem Durchmesser und
gleichbleibender Geschwindigkeit. Die Geschwindigkeit der Mantelfliissigkeit wird dabei
durch den variablen Druck einer Pumpe gesteuert. Mantelfliissigkeit und Antriebsdruck
geben also die Geschwindigkeit des Probendurchflufes und den Probenstrahldurchmesser
vor. So wird gewdhrleistet, daB sich innerhalb des Probenstroms die Partikel hintereinander
arrangieren und jedes Partikel einzeln gemessen werden kann (HORAN u. WHEELESS,
1977).
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Jedes Partikel wird nun zur Erfassung seiner Fluoreszenzeigenschaften beim "Durchlaufen”
des gebiindelten und auf einen bestimmten, hinter dem MeBloch liegenden Punkt genau
zentrierten Lichtstrahls mit einer exakten Energiemenge und einer bestimmten Wellenldnge
(durch Filtersdtze entsprechend eingestellt) angeregt. Die Energie- bzw. Lichtquelle fiir die
Anregung ist dabei entweder ein Laser oder eine Quecksilberbogenlampe (STEEN, 1990).
Durch unterschiedliche Filteraufsitze konnen die Partikel dann nur mit einem gewiinschten
Teil des Wellenlingenspektrums der Lampe oder des Lasers angeregt werden. Nach
erfolgter Anregung mift ein Detektor anschlieBend die Fluoreszenz der im Lichtstrahl
angeregten Molekiile, wobei auch hier durch verschiedene Filter die Moglichkeit besteht,
nur einen gewiinschten Teil des emittierten Spektrums zu untersuchen. Die von den
Detektoren aufgenommenen Signale werden anschlieBend verstirkt, durch einen
Photomultiplier in &quivalente elektrische Pulse transformiert und an einen Computer
weitergeleitet. Mit entsprechenden Programmen konnen die Messungen dann ausgewertet
werden.

2.2.3.2 Aufbau des FLUVO II

Bei dem hier verwendeten Zytometer handelt es sich um das FLUVO II, konstruiert von
Dr. V. KACHEL (Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen/Martinsried).

Die MeBeinheit des FLUVO II besteht aus einer auswechselbaren MeBkammer, einer
Quecksilberbogenlampe (100 W) zur Anregung der untersuchten Partikel, einem
Oszilloskop (Fa. Hitachi) zur Beobachtung der MeBsignale wihrend der Messung, drei
Fluoreszenzdetektoren, einem Detektor fiir das Coultervolumen und Vor- und
Feinverstirkern. Zusitzlich verfiigt das FLUVO II iiber einen Motor, der ein iber das
Computerprogramm wéhlbares, genau definiertes Probenvolumen (31, 62, 125 oder 250 ul)
automatisch in die Mekammer injiziert.

Bei der MeBkammer des FLUVO II handelt es sich um eine geschlossene Kammer, bei der
die Probe nach Durchlaufen des MeBlochs nicht senkrecht nach unten ablaufen kann,
sondern in einem Winkel von ca. 45° aufwirts nach rechts und links abgeleitet wird. Durch
diese Art von Konstruktion ist es bei einem solchen Gerdt nicht moglich, Partikel zu
sortieren. Ein Querschnitt der MeBkammer (STEEN, 1990), der den Verlauf des
Probenstrahls wédhrend der Messung verdeutlicht, ist in Abbildung 2.3 schematisch
dargestellt. Die Fokussierung des Anregungslichtes und die Aufnahme des emittierten
Fluoreszenzlichtes erfolgt durch ein Zeiss 100 x Ol-Neofluar-Objektiv.
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Abbildung 2.3: Querschnitt durch die MeBkammer des FLUVO II (STEEN, 1990;

schematisch)

Die Einheit zur Auswertung der Messungen besteht aus einem Interface (Trigger,
Peakdetektor u.a.; KACHEL, 1990) und einem Computer, der mit einem fir dieses
Zytometer speziellen MeBprogramm ausgestattet ist (KACHEL, 1990). AuBerdem gehdren
eine Membrampumpe als Antrieb fiir den Wasser- und Probendurchfluf}, eine Abfallflasche
und ein Ultraschallbad zum notwendigen Aufbau.

Ein Schaltbild der eigentlichen MeBapparatur nach KACHEL (personliche Mitteilung) zeigt
Abbildung 2.4, aus der alle zur Anwendung gekommenen Filter und Spiegel zu ersehen

sind.
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2.2.3.3 Messung mit dem FLUVO II

Wihrend der Messungen wurde der Raum abgedunkelt, um storenden Lichteinfall in die
MeBapparatur zu vermeiden (STEEN, 1990; KACHEL, personliche Mitteilung). Die
Membranpumpe wurde ca. 15 Minuten vor MeBbeginn angestellt, um samtliche Schlduche
und die MeBkammer selbst vorzuspillen und um mdgliche Salzreste zu 16sen. Als
Mantelfliissigkeit diente immer das Wasser, welches dem jeweiligen Probenwasser
entsprach. Die Mantelfliissigkeit wurde grundsitzlich vor der Benutzung iiber 0,2 um
Membranfilter vorfiltriert, da sich schon innerhalb weniger Stunden selbst in filtriertem
Seewasser Partikel bis zu einer Grofle von 4 um bilden kénnen (SHELDON et al., 1967),
die dann wihrend der Messung zu Verstopfungen des MeBlochs und zu verfdlschten
Ergebnissen beitragen kdnnen. Zusétzlich ist zwischen Vorratsbehélter der Mantelfliissigkeit
und MeBlkammer ein auswechselbarer 5 um Filter (Nuclepore) in einem Filterhalter
angebracht, den die Mantelfliissigkeit passieren muB und der jeden Tag gewechselt wurde.
Bei Verstopfung und Verunreinigungen der MeBkammer bzw. des MeBlochs wurde die
Kammer ausgebaut und mit einer Seifenldsung gespiilt. Diese 16st am Rand des MeBlochs
klebende Partikel und fluoreszierende Reste des beim Zusammenbau der Kammer benutzten
Fettes (KACHEL, personliche Mitteilung). Die an die MeBkammer angeschlossenen
probenab- und zufiihrenden Schlduche wurden je nach Bedarf (bei Undichtigkeit,
Verstopfung, Abnutzung) ausgewechselt, um einen kontinuierlichen und ungestorten
Probendurchfluf zu gewihrleisten. Das Gerdt wurde jeden Tag mit fluoreszierenden
Referenzpartikeln einer bestimmten Grofe als Standard (1,34 um Durchmesser,
Standardabweichung: 0,005 bis 0,01 um, Latex, Fa. Polyscience) geeicht. Ein Standard
besteht dabei aus stabilem Material in Bezug auf Volumen und Fluoreszenz und dient der
Optimierung der Messung bzw. der Kalibrierung des Gerédtes (HORAN et al., 1990). Diese
Eichung wurde mehrmals am Tag wiederholt.

Alle Proben wurden vor der Messung durch eine 20 um Netzgaze filtriert und, soweit
moglich, frisch gemessen, d.h., eine unnétige Fixierung und ein damit eventuell
einhergehender Verlust an Fluoreszenz wurde vermieden. Allerdings war in den ersten drei
Monaten dieser Arbeit eine direkte Aufarbeitung der Proben (Proben der Kieler Bucht)
durch die Zytometrie nicht immer moglich (Reparatur und zweimaliger Austausch des
Gerites), so daB} diese Proben mit Formol fixiert (Endkonzentration: 1 %) und bis zu zwei
Wochen spdter gemessen wurden. Desweiteren wurden alle Proben unmittelbar vor der
Messung einer zwei- bis vierminiitigen Behandlung im Ultraschallbad unterzogen, um
moglichst viele Zellklumpen in Einzelzellen zu trennen.
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An Bord von FS Alkor wihrend BAMBI '91 wurden alle Proben, wie oben beschrieben,
vorbehandelt (Filtration iiber eine 20 pm Netzgaze, Ultraschall), aber immer unfixiert im
Laufe des Tages gemessen. Dabei wurden die Proben bis zur Messung maximal vier
Stunden bei 4 °C aufbewahrt.

Um die mit der Fixierung verbundenen Verluste der Fluoreszenz bewerten zu konnen,
wurden Parallelproben mit Formol fixiert (Endkonzentration: 1 %) und vier Wochen nach
der Ausfahrt nochmals zytometrisch gemessen und die Zellkonzentrationen bestimmt. Damit
konnte auch eine Aussage iiber die Qualitdt der Messungen von den Proben aus der Kieler
Bucht gemacht werden, die alle nur im fixierten Zustand gemessen worden waren (s.0).

2.2.3.4 Auswertung der zytometrischen Messungen

Mit der fiir das FLUVO II entwickelten Software bietet sich die Mdglichkeit, jede Messung
graphisch auszuwerten. Auf dem Computerbildschirm werden wdhrend der Messung alle
einzelnen MeBpunkte in einem Koordinatensystem aufgetragen (Y-Achse = Chlorophyll-
fluoreszenz, X-Achse = Phycoerythrinfluoreszenz). Nach erfolgter Messung wird ein
sogenanntes Fenster um die interessierenden MeBpunkte gelegt, und das Programm ist in
der Lage, die im gewiinschten Fenster aufgefiihrten Mefpunkte, z.B. zur Bestimmung der
Zellkonzentration einer Probe, zu summieren. Diese Auswertung ist fiir insgesamt acht
Populationen gleichzeitig mdoglich, d.h. bis zu acht Fenster konnen erstellt werden.
Voraussetzung ist allerdings, daB die einzelnen Populationen auf dem Computerbildschirm
unterschieden werden kénnen und die entsprechenden MeBpunkte nicht iibereinander liegen.
Letzteres ist gerade bei Freilandproben nicht immer gegeben. Internes Rauschen des Gerites
kann auBerdem zu Uberlappung von Rausch- und MeBsignalen fiihren.

Um die in der Probe urspriinglich vorliegende Zellkonzentration zu bestimmen, muf} das
gemessene Probenvolumen bekannt sein. Eine Moglichkeit der Bestimmung des gemessenen
Volumens ist die Zugabe einer definierten Menge Referenzpartikel zu einer definierten
Menge Probe (OLSON et al., 1985), so daB iiber die tatsichlich gemessene Anzahl an
Referenzpartikeln auf das durchgelaufene Probenvolumen geschlossen werden kann. Diese
Methode der Bestimmung der Zellkonzentration fand in der vorliegenden Arbeit fiir die
meisten Proben aus der Kieler Bucht und einige Proben aus Kulturversuchen Anwendung,
da in den ersten dreieinhalb Monaten dieser Arbeit nur Gerdte ohne automatische
Probeninjektion zur Verfiigung standen. Die Zellkonzentrationen aller BAMBI-Proben und
der meisten Proben aus Kulturversuchen konnten allerdings mit Hilfe der a/gtomati_gc\hen

VAR O C SN
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Probeninjektion ermittelt werden, also durch Messung eines exakt definierten
Probenvolumens (s. 2.2.3.2).

Von Freilandproben mit relativ geringen Zellkonzentrationen (100 bis 1000 Zellen-ml-1)
erfolgte die Messung iiber ein Volumen von 125 ul oder 250 pl. Bei Kulturproben wurden
meist 31 ul gemessen, wobei oftmals Verdiinnungen angesetzt wurden.

Pigmenteigenschaften und -verteilungen einzelner Populationen wurden wie die
Zellkonzentrationen iiber die Erstellung von Fenstern ausgewertet. Mit dem Programm
konnten fir jede Population aus der urspriinglichen  MeBaufzeichnung
Hiufigkeitsverteilungen fiir die Chlorophyll- und Phycoerythrinfluoreszenz erstellt werden.
Gleichzeitig  berechnete das Programm den arithmetischen Mittelwert, die
Standardabweichung und die Maxima dieser Verteilungen. Die Chlorophyll- bzw.
Phycoerythrinfluoreszenz  entspricht dabei einer bestimmten Chlorophyll- bzw.
Phycoerythrinkonzentration.

Verinderungen beziiglich der Pigmente wurden wie folgt ermittelt. Zu allen Proben wurden
immer Referenzpartikel gleicher GroBe und damit gleichen Fluoreszenzbetrages pro Partikel
zugegeben (s.0.). Um Referenzpartikel und Population wurde nach jeder Messung je ein
Fenster gelegt und aus jedem dieser Fenster eine Fluoreszenzverteilungskurve erstellt und
arithmetische Mittelwerte und Maxima ermittelt. Die entsprechenden Werte der Zellen
wurden dann durch die der Referenzpartikel dividiert, so daB sich relative
Fluoreszenzwerte, in der Einheit "pro Zelle", bezogen auf die hier benutzten
Referenzpartikel ergaben. Damit ist gewdhrleistet, daB8 sich elektronische Verdnderungen
des Gerites (unterschiedliche Signalverstirkung, Veridnderung der Anregungsenergie der
Lichtquelle durch Altern der Hg-Lampe, etc.) nicht in der MeBauswertung niederschlagen.

2.3 Experimente mit Kulturen

2.3.1 Methodische Untersuchungen zur Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der Zytometer-
messungen

Zur Kldrung der MeBgenauigkeit und zur Entwicklung von Verfahren, die die
Zihlgenauigkeit des Zytometers erhohen, wurden Versuche mit einer WH7803-Kultur
durchgefiihrt. Dazu wurden zwei Aspekte beriicksichtigt: a) der fiir die Messung beste
Konzentrationsbereich, b) Methoden der Probenvorbehandlung zur Aufldsung von
Zellklumpen und damit Erhdhung der meBbaren Ereignisse.
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2.3.1.1 Verdiinnungsexperimente

Zur Ermittlung giinstiger Probenkonzentrationen fiir die zytometrische Messung wurden mit
einer WH7803-Kultur zwei Experimente (I, II) durchgefiihrt. Aus einer Kultur mit hoher
Zellkonzentration (> 500-106 Zellen-ml-1) wurden mehrere parallele Verdiinnungsreihen
hergestellt. Die Verdiinnungsstufen waren 1:1, 1:5, 1:50, 1:100, 1:200, 1:400 und 1:1000.
Die Ausfiihrung des Experiments I bestand darin, daB die Zellkonzentrationen in den oben
aufgefithrten Verdiinnungsstufen einer Probe (Probenkonzentration) zytometrisch und
mileroskopisch ermittelt wurden. Daraus konnte jeweils die urspriingliche Konzentration in
der unverdiinnten Probe (Endkonzentration) berechnet und anschlieBend die jeweiligen
Ergebnisse verglichen werden. Von jeder Verdinnung wurden jeweils fiinf
aufeinanderfolgende zytometrische Messungen durchgefiihrt und drei Filter fiir die
mikroskopische Zihlung hergestellt.

Mit dem ExperimentII wurde der Frage nachgegangen, inwiefern unmittelbar
aufeinanderfolgende Messungen ein und derselben Probe zu unterschiedlichen quantitativen
Ergebnissen flihren bzw. ob sie reproduzierbar sind. Dabei war auch von Interesse,
inwiefern die Reproduzierbarkeit von einem bestimmten Konzentrationsbereich in der Probe
abhdngig ist. Dazu wurde nur mit drei Verdiinnungsstufen gearbeitet: 1:1, 1:5 und 1:1000,
was einem Konzentrationsbereich von > 25-100 Zellen-ml-! und einem zwischen 0,2-106
bis 25-106 Zellen-ml-! entsprach. Eine Probe jeder Verdiinnung wurde zehnmal
hintereinander mit dem Zytometer gemessen und die Endkonzentration ermittelt. Zum
Vergleich wurden wiederum je drei Parallelfilter fiir die Mikroskopie angefertigt.

2.3.1.2 Ultraschall- und Detergensexperimente

Fiir den zweiten Aspekt, Verbesserung der Zdhlergebnisse durch Vorbehandlung der Probe,
wurden zwei weitere Experimente (III, IV) durchgefiihrt. Dazu wurden Proben derselben
WH7803-Kultur vor jeder Messung einer Behandlung mit Ultraschall und/oder mit
Detergens (Triton X 100) unterzogen. ExperimentIII wurde in einem
Konzentrationsbereich > 1-106 Zellen-ml-l, ExperimentIV in einem Konzentrations-
bereich von < 0,2-106 Zellen-ml-1 durchgefiihrt. In beiden Experimenten wurden die
Proben zundchst ohne jegliche Vorbehandlung mit dem Zytometer gemessen, dann einer
unterschiedlichen Ultraschallbaddauer und einer Zugabe von verschiedenen Mengen an
Detergens (s. Abbildung 3.6) unterzogen und sofort im Anschluf an die Behandlung
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gemessen. Die Endkonzentration wurde ebenfalls wie bei den Experimenten I und II
mikroskopisch aus je drei Parallelzdhlungen festgestellt und zum Vergleich herangezogen.

2.3.2 Wachstumsphysiologie verschiedener Synechococcus-Stimme

2.3.2.1 Wachstumskurven

Um einen Uberblick iiber die Wachstumseigenschaften der kultivierten Synechococcus-
Stimme unter den gegebenen Bedingungen zu erhalten, wurden von den Stimmen KB9001,
KB9002 und WH7803 Wachstumskurven erstellt. Dazu wurden alle drei Stimme zu Beginn
des Untersuchungszeitraumes in Ansdtzen von je einem Liter angeimpft (KB9001 und
KB9002 in f/2, WH7803 in ASW) und unter den beschriebenen Kulturbedingungen (s.
2.1.2) gehalten. Jeden zweiten Tag wurden Proben entnommen und mittels Zytometrie und
Mikroskopie die Zellabundanzen bestimmt. Das Wachstum aller Stimme wurde iiber einen
Zeitraum von 42 Tagen verfolgt. Aus den Zytometer- und Mikroskopdaten wurde je eine
Wachstumskurve erstellt. Aus dem Bereich der exponentiellen Wachstumsphase wurden
Wachstumsraten u (Formel 1) und Verdopplungszeiten ty (Formel 2) errechnet
(SCHLEGEL, 1985) und Kurven bzw. Daten wurden miteinander verglichen. Fiir den
weiteren Vergleich der beiden Datensdtze wurde eine Korrelationsberechnung durchgefiihrt.

p = (InNgy - In Nig) / (t - to) 1)
tg =In2/y (2)
N, = Zellkonzentration zum Zeitpunkt t,
Nty = Zellkonzentration zum Zeitpunkt t,

2.3.2.2 Verinderung der Wachstums- und Pigmenteigenschaften des Synechococcus-
Stamms WH7803 unter Nitrat- und Lichteinschriankung

Anhand verschiedener Kultivierungsbedingungen hinsichtlich  Nitratangebot  und
Lichtintensitit sollten in den folgenden zwei Versuchen Erkenntnisse iiber die
physiologischen Anpassungsfdhigkeiten von Synechococcus sp. am Beispiel des Stamms
WH7803 gewonnen werden.

So sollte untersucht werden, ob das fiir Cyanobakterien typische Pigment Phycoerythrin
aufgrund von unterschiedlichen Lichtverhédltnissen und verschiedener Nitratkonzentrationen
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ab- bzw. aufgebaut wird. Phycoerythrin wird als ein Stickstoffspeicherstoff angesehen und
sollte demnach bei Stickstoffarmut abgebaut werden (WYMAN ez al., 1985; GLOVER et
al., 1988). Zudem wurde auch die Verdnderung beziiglich des Chlorophylls in diesen
Versuchen verfolgt.

Hiermit sollten anhand der Pigmentverdnderungen auch die qualitativen Moglichkeiten der
Zytometrie bzw. die Empfindlichkeit dieser Methode gegeniiber geringfiigigen
Verdnderungen in der Pigmentzusammensetzung und des Pigmentgehaltes einer Zelle

erprobt werden.

Versuch I: Der Synechococcus-Stamm WH7803 wurde in ASW-Medium in vier Ansétzen
mit verschiedenen Nitratkonzentrationen angezogen. Die Konzentrationen waren 2 pmol-1-1
(Ansatz N2), 20 umol-l‘l (Ansatz N20) und 30 ,umol.l‘l (Ansatz N30). Desweiteren wurde
eine Kontrolle in ASW-Medium mit iiblicher Nitratkonzentration (6800 pmol-1-1) angesetzt.
Die Anzucht der Stammkultur, aus der alle vier Ansdtze angeimpft wurden, erfolgte zuerst
in ASW-Medium iiblicher Zusammensetzung und anschlieBend auf ASW-Medium ohne
Nitrat. Diese Kultur wurde nach zwei Wochen fiir die Beimpfung der Versuchsansitze
benutzt. Trotz dieser Behandlung der Stammkultur wurde durch das Inokulum noch soviel
Nitrat in die Ansdtze eingebracht, daB es nicht gelang, einen Ansatz ganz ohne Nitrat
herzustellen, und die niedrigst mogliche Nitratkonzentration war 2 ,u.mol~l‘l . Das Volumen
der Ansidtze betrug ein Liter; und die Ansédtze wurden unter den gleichen Bedingungen wie
die Stammkulturen gehalten (vgl. 2.1.2). In zweitigigem Abstand wurde eine Probe fiir
Zytometrie und Mikroskopie entnommen. Die Versuchsdauer betrug insgesamt 55 Tage.
Sowohl aus den Zytometer- als auch aus den Mikroskopdaten wurden Wachstumskurven
erstellt. Zusdtzlich wurde mit dem Datensatz eine Korrelationsberechnung durchgefiihrt.

Versuch II: Dieser Versuch war zum einen die Wiederholung des Versuchs I inklusive einer
Parallele pro Ansatz, zum anderen wurde der gleiche Versuch unter 90prozentiger
Lichtreduktion (2,2 pE-m-2-s-1) durchgefiihrt. Allerdings unterschied sich die Gewinnung
einer nitratverarmten bzw. -losen Kultur hierbei von der des Versuchs I. Als Stammkultur
diente eine WH7803-Kultur, die in ASW-Medium {iblicher Zusammensetzung angezogen
wurde. Die Zellen wurden iiber einen 0,2 um Filter (Nuclepore) filtriert, auf dem Filter mit
nitratfreiem Medium mehrmals gespiilt und anschlieBend in nitratfreiem Medium
resuspendiert. Diese Behandlung gewihrleistete eine Minimierung des Nitrateintrags durch
das Inokulum in die Versuchsansdtze. Die Zellen iiberstehen diese Prozedur ungeschadigt,
wie die mikroskopische Untersuchung mehrerer so behandelter Proben zeigte. Der
Nitratgehalt in der Losung resuspendierter Zellen betrug 0,1 pmol-l‘l. Aus dieser Losung
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wurden alle Ansédtze mit dem gleichen Volumen beimpft. Die Nitratkonzentrationen waren
0,1 pmol-1-! (Ansatz NO), 5 pmol-I-l (Ansatz N5), 15 umol-l'1 (Ansatz N15) sowie
30 pmol-1-! (Ansatz N30). Pro Konzentration wurden vier Ansitze hergestellt, jeweils zwei
fiir den Hellversuch (Hellansdtze) und zwei fiir den Versuch unter Lichteinschrinkung
("Dunkel”-Ansdtze). Auch hier wurde je eine Kontrolle in ASW-Medium mit einer
Nitratkonzentration von 6800 pmol-1-1 angesetzt. Das Volumen eines Ansatzes betrug bei
diesem Versuch jeweils nur 100 ml. Zu Beginn und am Ende des Versuchs wurde Nitrat
gemessen, alle zwei Tage wurden wie beim Versuch I Proben entnommen, jedoch nur
zytometrisch untersucht. Es wurden Wachstumskurven erstellt und, wie unter 2.2.3.4 be-
schrieben, relative Fluoreszenzwerte fiir die Pigmente berechnet. Die Versuchsdauer betrug
22 Tage.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Vergleich der Zytometrie- und Mikroskopdaten
3.1.1 Kulturproben

Die Ubereinstimmung der zytometrisch und mikroskopisch gewonnenen Daten war
innerhalb der einzelnen Versuche mit Kulturen sehr unterschiedlich (Tabelle 3.1, Abbildung
3.1).

Mit einem Korrelationskoeffizienten (r) von 0,62 ist die Ubereinstimmung der zytometrisch
und mikroskopisch gewonnenen Ergebnisse bei der Aufnahme der Wachstumskurven
(2.3.2.1) als moderat zu bezeichnen. Dagegen ergab sich fir die Daten des Versuchs I
(2.3.2.2) mit r = 0,96 eine starke Korrelation. Dabei ist zu beachten, daB die Bestimmung
der Zellkonzentrationen bei der Aufnahme der Wachstumskurven iiber Referenzpartikel als
interne Standards nach OLSON er al. (1985) erfolgte. Beim Versuch I hingegen wurden
definierte Probenvolumina mit Hilfe des Motors gemessen. Fiir den gesamten Datensatz aus
Kulturversuchen ergab sich mit r = 0,78 eine moderate Korrelation.

Tabelle 3.1: Korrelationskoeffizienten (r), Irrtumswahrscheinlichkeiten (p; t-Test), Anzahl
der Proben (n) und lineare Regressionen fiir die Kulturproben, Y = Mikroskop-Werte,
X = Zytometer-Werte

r p n Formel
Wachstumsexperiment 0,62 < 0,008 46 Y =36,40 +0,53-X
Versuch I 0,96 < 0,0001| 49 Y =029 + 0,65 - X
Gesamt Kulturen 0,78 < 0,001 95 Y=11,99 +0,71 - X
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Abbildung 3.1: Korrelation der Zytometer- und Mikroskopdaten fiir a) Proben der Wachs-
tumskurven, b) Proben des Versuchs I; c) Korrelation der gesamten aus Kulturversuchen

gewonnenen Daten
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3.1.2 Freilandproben

Der methodische Vergleich wihrend BAMBI 'Ol erbrachte fiir autotrophes Nanoplankton
(hauptsdchlich Flagellaten) und coccale Cyanobakterien unterschiedliche Ergebnisse.
Wihrend die Ubereinstimmung der ermittelten Zellkonzentrationen bei den Flagellaten bis
auf die Werte fir die Oberfliche und 200 m Tiefe gut erschien, ergaben sich bei den
coccalen Cyanobakterien im Bereich der oberen 50 m grofie Unterschiede (Abbildung 3.2 a,
b). Hier waren die mittels Zytometer bestimmten Zahlen immer niedriger als die der
mikroskopischen Bestimmung. In groferen Tiefen stimmten die Daten dann gut iberein,
wobei die Zytometerdaten leicht iiber den Mikroskopdaten lagen. Entsprechend dieser
Ergebnisse macht die Berechnung der linearen Regression, in die alle BAMBI-Messungen
eingegangen sind, deutlich, daB die Korrelation der Daten fiir Flagellaten (r = 0,88) stark,
hingegen fiir coccale Cyanobakterien (r = 0,71) nur moderat ist (Tabelle 3.2, Abbildung
3.2 ¢, d). Die Steigung der "Flagellaten"-Regression liegt mit 0,83 dem theoretisch
optimalen Wert von 1,0 am nichsten und macht so zusitzlich die gute Ubereinstimmung der
Daten deutlich. Im Gegensatz dazu zeigt die Steigung der Regressionsgeraden fiir coccale
Cyanobakterien mit 4,29 eine starke Unterschdtzung der Zellabundanzen durch die
Zytometrie.

Die Berechnung der Korrelation fiir alle Freilandproben zusammen ergab einen Wert fiir r
von 0,74, der als moderat angesehen werden kann.

Tabelle 3.2: Korrelationskoeffizienten (r), Irrtumswahrscheinlichkeiten (p; t-Test), Anzahl
der Proben (n) und lineare Regressionen fiir Proben aus dem Freiland, Y = Mikroskop-
Werte, X = Zytometer-Werte

r p n Formel
Cyanobakterien 0,71 < 0,001 80 Y = 8431,16 + 4,28 - X
Flagellaten 0,88 < 0,001 80 Y =973,31 +0,83 - X
Gesamt Freiland 0,74 < 0,001 160 Y = -8295,10 + 4,29 - X
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Die zytometrischen Messungen von fixierten Proben bis zu vier Wochen nach der
Probennahme ergaben unterschiedliche Verluste beziiglich der Zellabundanzen fiir coccale
Cyanobakterien und Flagellaten (Abbildung 3.3).

Innerhalb aller Proben konnte eine starke Abschwichung der zelluliren Autofluoreszenz
beobachtet werden, so daB ein groBer Teil der Zellen nicht mehr detektierbar war. Daraus
ergaben sich fiir die Formolproben erhebliche Unterschitzungen der Zellabundanzen. Diese
lagen im Fall der coccalen Cyanobakterien im Vergleich zu Ergebnissen aus Frischwasser-
messungen zwischen 10 und 70 Prozent, sowie fiir Flagellaten zwischen 76 und 96 Prozent.
Die in Tabelle 3.3 aufgefiihrten Korrelationskoeffizienten und Irrtumswahrscheinlichkeiten
zeigen, daB die Beziehung zwischen frisch und fixiert ermittelten Zellabundanzen fiir die
Flagellaten nicht mehr signifikant war.

Aus diesem Grund wurden auch die zytometrisch ermittelten Ergebnisse der Freilandproben
der Stationen "Boknis Eck" und "Kieler Bucht" (nur im fixierten Zustand gemessen) hier
nicht weiter ausgewertet.

Tabelle 3.3: Korrelationskoeffizienten (r), Irrtumswahrscheinlichkeiten (p; t-Test), Anzahl
der Proben (n) und lineare Regressionen frisch und fixiert gemessener Proben fiir coccale
Cyanobakterien und Flagellaten, Y = "frisch"-Werte, X = "fixiert"-Werte

r P n Formel

Cyanobakterien 0,72 < 0,008 12 Y =9537 + 1,69 - X
Flagellaten 0,38 < 0,223 12 Y =9310 +2,25- X
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Abbildung 3.3: Vergleichendes Vertikalprofil zytometrisch ermittelter Zellabundanzen
frischer und fixierter Proben fiir a) coccale Cyanobakterien und b) Flagellaten (BAMBI '91,
St. 449/450, obere 35 m) und Korrelation der aus frischen und fixierten Proben
zytometrisch ermittelten Daten fiir c) coccale Cyanobakterien und d) Flagellaten



29

3.2 Methodische Untersuchungen zur Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der Zytometer-
messungen

3.2.1 Verdiinnungsexperimente

Der Vergleich von zytometrischen und mikroskopischen Daten aus dem
Verdiinnungsexperiment I ergab eine Erhohung der ermittelten Endkonzentration mit
steigender Verdiinnung. Dies galt sowohl fiir die Zytometer- als auch fiir die
Mikroskopdaten (Abbildung 3.4). Je niedriger die Zellkonzentration in der zu bearbeitenden
Probe war, um so hoher fiel die aus dieser Probe zuriickberechnete Endkonzentration aus.
Bei einer Probenkonzentration von > 1-100 Zellen-ml-1 (Verdiinnungsstufen 1:1, 1:5,
1:10, 1:50, 1:100 und 1:200) lagen die Zytometerwerte immer iiber den Mileroskopwerten.
Dies weist darauf hin, daf in diesem Bereich die Messung mit dem Zytometer genauer ist,
wenn die zur Mikroskopie herangezogene Probe nicht geniigend verdiinnt ist. Lag die
Probenkonzentration unter 0,2-106 Zellen-ml-1 (Verdiinnungsstufe 1:1000), ergaben sich
mit dem Zytometer gegeniiber den Mikroskopdaten erniedrigte Werte. Allerdings wichen
die Werte fiir die Endkonzentrationen bei einer Probenkonzentration zwischen 0,2-106
und 1-106 Zellen-ml-1 (Verdiinnungsstufe 1:400) nicht mehr voneinander ab. Ab einer
Verdiinnung von 1:400 war keine Erhéhung der zytometrisch gemessenen Zellkonzentration
mehr zu beobachten.

Das Verdiinnungsexperiment II ergab eine gute Reproduzierbarkeit der quantitativen
Ergebnisse einzelner, direkt nacheinander durchgefiihrter Zytometermessungen in einem
Probenkonzentrationsbereich zwischen 0,2:106 und 25-106 Zellen-mi-1 (Verdiinnungsstufe
1:1000 bzw. 1:5; Abbildung 3.5) mit Varianzen von 15,98 bzw. 7,80. Bei einer
Probenkonzentration von > 25-106 Zellen-mI-1 (Verdiinnungsstufe 1:1) ergab sich bei
zehn aufeinanderfolgenden Messungen die sehr viel hohere Varianz von 25,17. Auch aus
diesem Versuch wird die ansteigende Endkonzentration mit steigender Verdiinnungstufe der
Probe deutlich.
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Abbildung 3.4: Aus Zytometermessungen und Mikroskopzdhlungen ermittelte
Endkonzentrationen verschiedener Verdinnungsstufen derselben Probe; jeder Punkt ist der
Mittelwert funf aufeinanderfolgender Messungen bzw. aus drei Filterzihlungen
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Abbildung 3.5: Variabilitit von zehn aufeinanderfolgenden Zytometermessungen in
Abhidngigkeit von der Zellkonzentration (verschiedene Verdiinnungsstufen) ein und

derselben Probe
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3.2.2 Ultraschall- und Detergensexperimente

In den Ultraschall- bzw. Detergensversuchen (Experiment III und IV) konnte die Anzahl
der gemessenen Zellen in einer unverdiinnten Probe in Abhdngigkeit von der Konzentration
in dieser Probe in unterschiedlichem AusmaBe gesteigert werden (Abbildung 3.6). Durch
eine zwei- bis sechsminiitige Ultraschallbehandlung konnte bei einer Endkonzentration von
> 1-106 Zellen-ml-! eine Steigerung um ca. sechs Prozent (Experiment III) und bei einer
Endkonzentration von < 0,2-106 Zellen-ml-1 eine Steigerung um ca. 20 Prozent
(Experiment IV) erzielt werden. Die Detergensbehandlung und die Kombination aus
Detergens und Ultraschall fithrten nicht zu einer auffdlligen Verbesserung der Ergebnisse im
Konzentrationsbereich > 1-106 Zellen-mI-l. Im Konzentrationsbereich < 0,2:106
Zellen-ml-1 hingegen konnte auch durch diese Vorbehandlungen eine Verbesserung erzielt
werden, wobei diese immer unter den Ergebnissen lag, welche nur durch
Ultraschallbehandlung erhalten worden waren. Abbildung 3.6 zeigt diese Ergebnisse
einschlieBlich einer Gegeniiberstellung der mikroskopisch ermittelten Daten mit denen der
unbehandelten Probe. Den mikroskopisch ermittelten Konzentrationen liegen je fiinf
Parallelzéhlungen zugrunde.

Die Art der Behandlung hatte keinen EinfluB auf die Qualitdt der Fluoreszenzsignale, so daf}
davon ausgegangen werden kann, daB die Zellen durch die Behandlung nicht geschddigt
wurden. Die mikroskopische Betrachtung bestétigte diesen Eindruck.

In Anbetracht dieser Ergebnisse wurden alle mit dem Zytometer gemessenen Proben so
verdiinnt, daB eine groBtmogliche Ubereinstimmung mit den Mikroskopdaten und eine gute
Reproduzierbarkeit der Zytometermessungen gewdhrleistet wurde, also in einem Bereich
von 1-109 bis 1-106 Zellen-ml-1. Weiterhin wurden alle Proben mit ein- bis zwei Minuten
Ultraschall vorbehandelt. Die hier vorgestellten Ergebnisse machen zudem deutlich, daB die
hochste MeBgenauigkeit fiir quantitative Fragestellungen beim FLUVO II in einem
Konzentrationsbereich von 1-105-ml-1 bis 1-106-mI-! zu erwarten ist.



32

Experiment |l Experiment IV
e Zellzahl [+10~6/ml] (Endkonzentr.) Zellzahl [=10~6/ml] (Endkonzentr.)
_____________________________ 0,147  =m-eemmeoeeeeeeeeeoieoaos
1.4 - _ ] _
0,13 - _ _
1,2- -
0,12
11 ) 0.11
_ - _ i )
0,8 - ‘ I 0,1-
\ 0.09 — r , . . . .
0.6 —~ y T T y i ‘ ! n ] v v viowva

1 n 1] v v vi vil

— ohne Vorbehandlung [ mit Vorbehandlung

— ohne Vorbehandlung (] mit Vorbehandlung
- Mikroskop

== Mikroskop

Abbildung 3.6: Verinderung der mit dem Zytometer ermittelten Zellkonzentrasionen durch
Ultraschall- und Detergensbehandlung im Vergleich zur Messung ohne Vorbehandlung und
mikroskopischer Zihlung derselben Probe: Experiment II = Konzentration > 1-106
Zellen-ml-1; Experiment IV = Konzentration < 0,2:106 Zellen-ml-1; 1 = 2'US, II =
4'US, I = 6'US, IV = 1 Tr. Detergens, V = 3 Tr. Detergens, VI = 2'US + 1 Tr., VII
= 4'US + 3 Tr.; US = Ultraschall, Tr. = Tropfen

3.3 Wachstumsphysiologie verschiedener Synechococcus-Stimme

3.3.1 Wachstumskurven

Alle drei Synechococcus-Stimme zeigten einen dhnlichen Wachstumsverlauf (Abbildung
3.7). So durchliefen alle Kulturen eine zwei- bis dreitdgige lag-Phase und traten dann in die
exponentielle Phase ein. Diese dauerte bei den Stimmen WH7803 und KB9002 16 Tage
und beim Stamm KB9001 ungefihr 22 Tage. Innerhalb der darauffolgenden stationdren
Phase erreichten alle drei Stimme mit 100-106 bis 150-106 Zellen-ml-] maximale
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Zellabundanzen. Die Absterbephase deutete sich innerhalb des Versuchzeitraums von 45
Tagen nur beim Stamm WH7803 an.

Die vergleichende Betrachtung der mittels Zytometer- und Mikroskopdaten erstellten
Wachstumskurven der drei Synechococcus-Stamme KB9001, KB9002 und WH7803 zeigte,
daB die zytometrisch bestimmten Daten groBen Schwankungen unterlagen und sowohl héher
als auch niedriger als die mikroskopisch bestimmten Werte waren. Hierbei ist zu beachten,
daB die Konzentrationsbestimmung der Proben iiber Referenzpartikel als interne Standards
erfolgte (OLSON et al., 1985). Aus den Zytometerdaten lieBen sich keine Wachstumsraten
(1) oder Verdopplungszeiten (t;) bestimmen, da aus dem Verlauf der Kurven eine
exponentielle Phase nicht eindeutig zu erkennen war. So wurden zur Berechnung der
maximalen Wachstumsraten bzw. minimalen Verdopplungszeiten nur die Milroskopdaten
herangezogen. Es ergaben sich folgende Werte:

KB9001: p = 0,256-d"1, ty = 2,71d
KB9002: p = 0,259-d"1, t; = 2,68 d
WH7803: i = 0,260-d"1, ty = 2,67 d

3.3.2 Verianderung der Wachstums- und Pigmenteigenschaften des Synechococcus-Stamms
WH7803 unter Nitrat- und Lichteinschrankung

Der Versuch I zeigte anhand der Wachstumskurven eine deutliche Abhdngigkeit der
Wachstumseigenschaften des WH7803-Stamms von der Nitratkonzentration (Abbildung
3.8). Dies wurde unter Anwendung beider Methoden deutlich, wobei die zytometrischen
Messungen der ersten zwoOlf Versuchstage nicht ausgewertet werden konnten. Aus den
Mikroskopdaten ergab sich fiir alle Ansdtze eine ca. 15tigige lag-Phase. Die aus der
darauffolgenden exponentiellen Phase berechneten Wachstumsraten und Verdopplungszeiten
sind in Tabelle 3.4 aufgefiihrt. Der entsprechende Wert fiir den Ansatz N2 wurde nicht
berechnet, da hier kein Wachstum beobachtet wurde und die Zellkonzentration bei 0,1-106
bis 0,2:106 Zellen-mi-1 stagnierte. Die stationdre Phase erreichten die Ansitze in
Abhidngigkeit von der Nitratkonzentration zu unterschiedlichen Zeiten. Dies war fiir den
Ansatz N20 am 24.Tag, fiir den Ansatz N30 am 28. Tag und fiir die Kontrolle am 31. Tag
der Fall. Ebenfalls gemdB der zugegebenen Nitratmenge erreichten die Ansidtze niedrigere
bzw. hohere Zellkonzentrationen in dieser Phase. Maximale Zellkonzentrationen lagen fiir
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Abbildung 3.7: Zytometrisch und mikroskopisch ermittelte Wachstumskurven der drei
Synechococcus-Stimme KB9001, KB9002 und WH7803
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den Ansatz N20 mit 2-106, den Ansatz N30 mit ca. 20-106 und die Kontrolle mit 60-100
bis 100- 106 Zellen-ml-1 vor.

Der Unterschied der verschiedenen Ansdtze in Abhdngigkeit von der Nitratkonzentration
bestand also hauptsichlich in dem Zeitpunkt, zu dem die stationdre Phase erreicht wurde
und in der maximalen Zellkonzentration in dieser Phase. Hinsichtlich der mikroskopisch
ermittelten Wachstumsraten war - zumindestens fiir die Ansitze N20, N30 und die
Kontrolle - festzustellen, dal die entsprechenden Populationen mit zunehmender
Nitratkonzentration mehr Teilungen pro Tag durchlaufen konnten. Die zytometrisch
ermittelten Wachstumsraten zeigten diese Tendenz nur fiir die Ansdtze N20 und N30.

Eine gute Ubereinstimmung der zytometrischen und mikroskopischen Daten ergab sich fiir
die Kontrolle (Kurvenverlauf, Wachstumsraten, Verdopplungszeiten). Beziiglich der
maximal erreichten Zellkonzentrationen in der stationdren Phase stimmten die Daten fir die
Kontrolle und die Ansitze N20 und N30 gut dberein. Keine besonders gute
Vergleichbarkeit ergaben die Daten fiir den Ansatz N2; die zytometrischen Daten wiesen
hier groBe Schwankungen auf. Ansonsten lagen die mikroskopisch ermittelten
Wachstumsraten immer unter den zytometrisch gewonnenen Wachstumsraten, die
Verdopplungszeiten entsprechend dariiber.

Versuch | Versuch |
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Abbildung 3.8: Zytometrisch und mikroskopisch ermittelte Wachstumskurven der
verschiedenen Ansitze des Versuchs I
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Prinzipiell bestitigte der Versuch II die oben aufgefiihrten Ergebnisse fiir die Hellansitze.
Aus den Wachstumskurven (Abbildung 3.9 und 3.10) wird ersichtlich, daB alle Hellansitze
bis auf die Kontrolle in den ersten fiinf bis zehn Tagen eine lag-Phase durchliefen. Die
Ansitze NO-H1/2 (NO = ohne Nitrat, H1/2 = Hellansatz, Parallele 1 und 2), N5-H1/2 und
NI15-H2 hatten in dieser Phase eine Abnahme der urspriinglich angeimpften
Zellkonzentration von ca. 2-106 Zellen-ml-! um ca. 26 bis 81 Prozent zu verzeichnen,
wihrend in den Ansitzen N30-H1/2 die Zellkonzentrationen bis zum Erreichen der
exponentiellen Phase konstant blieben. Die Hellansdtze traten entsprechend der zur
Verfiigung stehenden Nitratkonzentration zu unterschiedlichen Zeitpunkten in die
exponentielle Phase ein, d.h. die lag-Phase war um so kiirzer, je mehr Nitrat vorhanden
war. Im Falle des Kontrollansatzes und der Ansitze N30-H1/2 erfolgte der Eintritt in die
exponentielle Phase am vierten Tag, bei den Ansdtzen N5-H1/2 und N15-H1/2 am sechsten
Tag und bei den Ansitzen NO-H1/2 erst am achten Tag. Die Dauer der exponentiellen
Phase war ebenso von der Nitratmenge der Ansitze abhdngig. Die Ansdtze NO-H1/2 traten
am 14. Tag, die Ansdtze N5-H1/2 am 15. Tag und die Hellkontrolle zwischen dem 16. und
18. Tag in die stationire Phase ein. Fiir die Ansdtze N15-H1/2 war das am zehnten Tag der
Fall, was im Zusammenhang mit der Nitratkonzentration eine Ausnahme darstellt. Bei den
Ansitzen N30-H1/2 war wegen der groen Schwankungen der Zellkonzentrationen ab dem
achten Tag dieser Ubergang nur schwer festzulegen. Beziiglich der in der stationiren Phase
erreichten maximalen Zellkonzentrationen unterschieden sich die Ansitze NO-H1 und N5-
H1/2 mit 3,1-106 bis 3,6-106 Zellen-mlI-! von den Ansitzen N15-H1/2 und N30-H1/2 mit
5,0-106 bis 6,0-106 Zellen-ml-l. In der Hellkontrolle wurden am 20. Tag 448-106
Zellen-ml-1 gemessen.

Unter 90prozentiger Lichteinschrankung konnte in allen Ansdtzen aufier in der Kontrolle
kein Wachstum beobachtet werden (Abbildung 3.9 und 3.10). Diese hatten alle nach einer
finftigigen lag-Phase einen Einbruch zu verzeichnen. Die Zellkonzentrationen nahmen hier
im Durchschnitt von anfinglich 2,0-106 auf 0,1-106 bis 0,2:106 Zellen-ml-! ab (mit
Ausnahme des Ansatzes N15-D1; D = "Dunkel"), um dann aber fiir den ibrigen
Beobachtungszeitraum unabhidngig von der Nitratkonzentration zu stagnieren. Die
"Dunkel"-Kontrolle wies nur einen Einbruch der Zellkonzentration auf ca. 0,7-106
Zellen-ml-1 in den ersten vier Tagen auf. Die Zellkonzentration stieg hier anschlieBend in
einer nur zweitdgigen exponentiellen Phase auf 2,2- 106 Zellen-ml-! an und erreichte in der
stationdren Phase ein Maximum von ca. 5,0'106 bis 6,0-106 Zellen-ml-1, also
Konzentrationen, die den Hellansdtzen N15 und N30 entsprachen.
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Abbildung 3.9: Zytometrisch ermittelte Wachstumskurven der Ansdtze NO, N5, N15 und

N30 des Versuchs II
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Abbildung 3.10: Zytometrisch ermittelte Wachstumskurven der Kontrollen des Versuchs II,
H = Hellkontrolle, D = “Dunkel"-Kontrolle

Die in Tabelle 3.4 aufgefiihrten Wachstumsraten und Verdopplungszeiten sind mit denen
des Versuchs I nicht direkt zu vergleichen, da die Ausfithrung der beiden Versuche zu
unterschiedlichen Zeitpunkten stattfand und nicht von gleichen Voraussetzungen
(Vorgeschichte der Kultur) ausgegangen werden kann. Deswegen konnen an dieser Stelle
nur die relativen Unterschiede der verschiedenen Ansitze bewertet werden. In den Ansétzen
NO-H1/2 und N30-H1/2 zeigte sich eine grofere Abweichung der Parallelen voneinander,
was auch aus dem Verlauf der entsprechenden Wachstumskurven ersichtlich wird. Wie
beim Versuch I nahm die Wachstumsrate mit steigender Nitratkonzentration tendenziell zu
bzw. die Verdopplungszeit ab. Eine Ausnahme bildete der Ansatz NO-H1, der eine auffillig
hohe Wachstumsrate aufwies. Der EinfluB der unterschiedlichen Nitratkonzentrationen auf
die Wachstumsraten war in beiden Versuchen dhnlich. Im Versuch I erreichte der Ansatz
NS 58 Prozent des Wachstumspotentials der Kontrolle, Ansatz N30 99 Prozent. Im Versuch
IT wurde die positive Beziehung zwischen Nitratmenge und Wachstumspotential ebenso
deutlich. Die Ansitze NO-H1/2 erreichten 82 bzw. 37 Prozent des durch die Hellkontrolle
vorgegebenen Wachstumspotentials. Bei den Ansdtzen N5-H1/2 lag dieser Wert bei 50 bis
53 Prozent, bei den Ansdtzen N15-H1/2 bei 65 bis 68 Prozent und bei den Ansidtzen N30-
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H1/2 bei 78 bzw. 54 Prozent. Die Wachstumsrate der "Dunkel"-Kontrolle umfalte im
Vergleich zur Hellkontrolle nur 34 Prozent. Sieht man von den extremen Werten von 82
Prozent und von 54 Prozent der Ansitze NO-H1 und N30-H2 ab, ergab sich ein mit
zunehmender Nitratmenge ansteigendes Wachstumsvermdgen in den einzelnen Ansitzen.

Am 24, Tag des Versuches war in den Ansdtzen N5-H1/2 kein Nitrat mehr meBbar. In den
entsprechenden "Dunkel"-Ansédtzen wurden noch 3,6 bis 4,0 umol-l'1 nachgewiesen. In den
Ansdtzen NI15-H1/2 lag eine Nitratkonzentration von 0,2 bis 0,6 ;Lmol-l‘1 vor, die
jeweiligen "Dunkel"-Ansitze enthielten 9,3 bis 10,2 umol-l'l Nitrat. Die Ansitze N30-
H1/2 enthielten im Vergleich zu den iibrigen Hellansitzen mit 1,4 pmol-I-] noch am
meisten Nitrat. Dies traf auch fiir die entsprechenden "Dunkel"-Ansdtze mit einer
verbliebenen Nitratkonzentration von 20,0 pmol-1-l zu. In der Hell- und "Dunkel"-
kontrolle wurden Nitratkonzentrationen von 740 bzw. 1668 pmol-l'l gemessen, womit der
Nitratverbrauch hier erheblich liber dem der iibrigen Ansitze lag.

Tabelle 3.4: Wachstumsraten und Verdopplungszeiten aller Ansdtze der Versuche zu
Wachstums- und Pigmenteigenschaften des WH7803-Stamms, M = mileroskopisch
ermittelt, Z = zytometrisch ermittelt

Versuch Ansatz Wachstumsrate Verdopplungszeit

[d-1] [d]
Versuch I Kontrolle (M) 0,464 1,49
Kontrolle (Z) 0,469 1,48
N30 (M) 0,458 1,51
N30 (Z2) 0,679 1,02
N20 (M) 0,374 1,85
N20 (2) 0,577 1,20
Versuch II Kontr. Hell 0,554 1,25
Kontr. Dunkel 0,218 3,18

NO-H1/2 0,458/0,207 1,51/3,35

NS-H1/2 0,279/0,293 2,48/2,37

N15-H1/2 0,360/0,376 1,93/1,84

N30-H1/2 0,431/0,301 1,61/2,30
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Die Verinderung der Autofluoreszenz und damit der Pigmentzusammensetzung bzw. des
Pigmentgehaltes pro Zelle anhand entsprechender zytometrischer Messungen sind
beispielhaft fiir die Ansidtze NO-H1 und N30-D2 dargestellt (Abbildung 3.11). Daraus wird
ersichtlich, daB die durchschnittliche zelluldre Chlorophyllfluoreszenz in den "Dunkel”-
Ansitzen anstieg, was in der Darstellung einer Verschiebung der MeBsignale auf der Y-
Achse nach oben entspricht. In den Hellansitzen nahm die durchschnittliche zelluldre
Chlorophyllfluoreszenz dagegen ab. Die Referenzpartikel lagen dabei immer an der
gleichen Stelle, was zeigt, daB die einzelnen Messungen einem Vergleich unterzogen
werden diirfen. Die durchschnittliche zelluldre Phycoerythrinfluoreszenz schien allerdings
keiner Zu- oder Abnahme zu unterliegen, was einer Verschiebung der MeBsignale auf der
X-Achse entspriche.

Die Verdnderung der aus den Zytometermessungen berechneten durchschnittlichen
Fluoreszenzwerte pro Zelle iiber die Zeit in Abhdngigkeit von Nitratmenge und Lichtstirke
ist in den Abbildungen 3.12, 3.13 und 3.14 dargestellt. Dabei sind nur die Verschiebungen
der Verteilungsmaxima dargestellt; die durch die arithmetischen Verteilungsmittelwerte

berechneten Trends verhalten sich genauso. Bei den nachfolgenden prozentualen Angaben
(Tabelle 3.5) handelt es sich um die aus den Parallelen berechneten Mittelwerte der
Verteilungsmaxima. Zudem beziehen sich die Angaben immer auf die Verdnderung
zwischen Versuchsstart (= Tag 0) und Versuchsende (= Tag 20 oder 22). Bei
Schwankungen sind jeweils Maximal- und Endwerte angegeben.

In den Hellansdtzen fiel der Wert fiir die relative Chlorophyllfluoreszenz pro Zelle wihrend
des gesamten Versuchszeitraums um ca. 60 Prozent. Eine starke Verdnderung in der
Phycoerythrinfluoreszenz pro Zelle war in den Hellansidtzen N30-HI1/2 zu verzeichnen.
Dort stieg die Phycoerythrinfluoreszenz pro Zelle nach fiinf Tagen um 155 Prozent an, um
dann am 15. Tag auf einem Wert zu stagnieren, der noch um 38 Prozent héher lag als der
Ausgangswert zur Zeit des Versuchbeginns. In den ibrigen Hellansdtzen stieg die
Phycoerythrinfluoreszenz pro Zelle innerhalb des Versuchzeitraums zwischen 31 und 45
Prozent an, in den Ansdtzen N15-H1/2 nahm sie dagegen um vier Prozent ab.

In allen "Dunkel"-Ansdtzen nahm die Chlorophyllfluoreszenz pro Zelle iber die
Versuchszeit zu. Der Anstieg der Chlorophyllfluoreszenz pro Zelle in den "Dunkel"-
Ansdtzen um 111 bis 140 Prozent korrelierte deutlich mit der zunehmenden Menge an
Nitrat in diesen Ansdtzen. Die Verdnderung der Phycoerythrinfluoreszenz pro Zelle in den
"Dunkel"-Ansitzen bestand in einer Zunahme um 12 bis 31 Prozent und zeigte keinen
Zusammenhang mit der jeweiligen Nitratkonzentration.
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Abbildung 3.11: Darstellung zytometrischer Messungen (Drei-Dekaden-Logarithmus), die
die Pigmentverdnderung im Versuch II am Beispiel der Ansitze NO-H1 und N30-D2
verdeutlichen; zur Vergleichbarkeit der Messungen ist um die Referenzpartikel ein Fenster
gelegt; verschiedene Populationsdichten beruhen auf unterschiedlichen Probenvolumina
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Abbildung 3.12: Verdnderung der durchschnittlichen zelluldren Chlorophyll- bzw.

Phycoerythrinfluoreszenz (berechnet aus den Verteilungsmaxima) fiir die Ansitze NO und
N5 des Versuchs II
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Abbildung 3.13: Veranderung der durchschnittlichen zelluldren Chlorophyll- bzw.

Phycoerythrinfluoreszenz (berechnet aus den Verteilungsmaxima) fiir die Ansdtze N15 und

N30 des Versuchs II
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Abbildung 3.14: Verdnderung der durchschnittlichen zelluliren Chlorophyll- bzw.
Phycoerythrinfluoreszenz (berechnet aus den Verteilungsmaxima) fiir die Kontrollen des
Versuchs II

In der Hellkontrolle war die Chlorophyllfluoreszenz pro Zelle bis zum 16. Tag konstant und
stieg dann bis zum 22. Tag um 61 Prozent an. In der "Dunkel"-Kontrolle stieg die
Chlorophyllfluoreszenz pro Zelle bis zum zehnten Tag um 90 Prozent an, fiel bis zum 16.
Tag wieder auf den Ausgangswert zuriick und stieg innerhalb der nichsten sicben Tage
emmeut um 120 Prozent an. Die Phycoerythrinfluoreszenz pro Zelle unterlag in den
Kontrollen geringen Schwankungen bei gleichbleibender Tendenz.
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Tabelle 3.5: Ab- und Zunahmen der relativen Fluoreszenzwerte (basierend auf den gegen
Referenzpartikel normierten Maxima der Fluoreszenzhdufigkeitsverteilungen) des
Chlorophylls und des Phycoerythrins pro Zelle in den verschiedenen Ansitzen,
PE = Phycoerythrin. Allen Angaben liegt die Verdnderung zwischen Tag O und Tag 20
bzw. 22 zugrunde. Ausnahmen sind in Klammern gesetzt

Ansatz Verédnderung der Verdnderung der
rel. Chl-Fluoreszenz rel. PE-Fluoreszenz
pro Zelle pro Zelle
Kontrolle H + 61 % keine Veridnderung
Kontrolle D (+ 90 %, Tag 10), + 120 % keine Verdnderung
NO-H1/2 -63 % +45 %
N5-H1/2 -56 % +31%
N15-H1/2 -61 % -4 %
N30-H1/2 -38% (+ 155 %, Tag5), + 38 %
NO-D1/2 + 111 % +30 %
N5-D1/2 + 129 % +12 %
N15-D1/2 + 136 % +24 %
N30-D1/2 + 140 % +31%
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3.4 Entwicklung des autotrophen Pico- und Nanoplanktons von Mai bis September in der
Kieler Bucht

3.4.1 Nihrstoffe

Auf der Station "Boknis Eck" blieb die Nitratkonzentration in 2 m Tiefe in der Zeit von
Mai bis Mitte Juni mit 0,06 pmol-1-1 konstant. Mitte Juli wurde mit 0,12 pmol-1-1 ein
Maximum registriert, dem eine Abnahme der Konzentration auf 0,1 pmol-1-] bis Mitte
August folgte. In 15 m Tiefe stieg die Nitratkonzentration bis Mitte Juni von 0,5 auf
5,0 pmol-I-! an und fiel dann bis Mitte August auf 0,2 pmol-1-! ab.

Die Phosphatkonzentration stieg in 2 m Tiefe von 0,05 auf 0,2 pmol-I-! leicht an. In 15 m
Tiefe zeigte die Phosphatkonzentration ebenso wie die Nitratkonzentration einen Anstieg bis
Mitte Juni von 0,05 auf 0,9 ,umol-l‘1 und fiel dann innerhalb der nichsten beiden Monate
auf 0,6 pmol-l'l ab.

Die Silikatkonzentration lag in 2 m Tiefe zu Beginn der Untersuchung bei 2,3 pmol-1-1,
stieg bis Mitte Juni auf 5,6 pmol-1-! an und ging bis Mitte August auf 0,6 pmol-1-! zuriick.
Die Entwicklung der Silikatkonzentration auf dieser Station in 15 m Tiefe verlief parallel zu
der in 2 m Tiefe, ausgehend von 9,3 pmol-1-1 im Mai wurde Mitte Juni mit 18,0 pmol-1-1
ein Maximum erreicht. In der nachfolgenden Zeit fiel die Silikatkonzentration wieder auf
9,0 umol-1-! ab.

Die Nitritkonzentration lag in 2 m Tiefe durchgehend bei 0,07 bis 0,09 pmol-1-1 und in
15 m Tiefe zwischen 0,11 und 0,06 ,umol-l'1 mit einem Maximum Mitte Juni von
0,48 pmol-1-1.

Ammonium wies wie Nitrit in 2 m Tiefe keine Schwankungen auf, die Konzentrationen
lagen durchgehend bei 0,12 pmol-1-l. In 15 m Tiefe war wie bei Nitrat, Phosphat und
Silikat ein Maximum Mitte Juni mit 0,6 ;zmol-l'1 feststellbar, ansonsten wurden
Konzentrationen von 0,1 bis 0,2 ymol-l'1 gemessen.

Auf der Station "Kieler Bucht" blieb die Nitratkonzentration in 2 m Tiefe iiber den
gesamten Untersuchungszeitraum mit 0,05 ;zmol-l'1 konstant und war damit niedriger als
auf der Station "Boknis Eck". In 15 m Tiefe verlief die Entwicklung fiir Nitrat
entgegengesetzt zu derjenigen auf der Station "Boknis Eck", bis Mitte Juli erfolgte eine sehr
schnelle Abnahme von 3,0 auf 0,05 gmol-1-1. Innerhalb der folgenden vier Wochen stieg
der Nitratgehalt dann auf 0,5 gmol-1-1 an.
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Die Phosphatkonzentration stieg bis Mitte August von 0,2 auf 0,9 pmol-1-1 an und erreichte
somit hohere Werte als auf der Station "Boknis Eck" in dieser Tiefe. In 15 m Tiefe fiel sie
kontinuierlich {iber den gesamten Untersuchungszeitraum von 0,5 auf 0,1 pmol-l'1 ab.
Silikat fiel in beiden Tiefen wihrend der gesamten Untersuchung von 2,5 auf 0,7 gmol-1-1
(2 m) bzw. von 14,0 auf 0,1 ;zmol-l'l (15 m) ab.

Nitrit stagnierte in 2 m Tiefe ebenfalls wie auf der Station "Boknis Eck" zwischen 0,05 und
0,07 ymol-l'l. In 15 m Tiefe kam es zu einer Abnahme von 0,26 auf 0,02 ymol.l'l.
Ammonium lag in 2m Tiefe im allgemeinen mit einer Konzentration von 0,02 bis
0,06 pmol-1-1 vor, Mitte Juni wurde allerdings mit 1,0 gmol-1-1 ein Maximum registriert.
In 15 m Tiefe war Mitte Juni mit 0,06 p.mol-l'1 ein Minimum zu verzeichnen, ansonsten
lag hier die Ammoniumkonzentration zwischen 1,0 und 1,9 ymol-l'l.

Auf beiden Stationen lagen {iber den ganzen Untersuchungszeitraum von Mitte Mai bis
Anfang September an der Oberfldche nitratverarmte Verhdltnisse vor. In 15 m Tiefe war
dies nur fiir die Station "Kieler Bucht" der Fall, auf der Station "Boknis Eck" waren
zumindestens im Juli groBere Mengen an Nitrat (5,0 gmol-1-1) vorhanden.

3.4.2 Chlorophyll

Beide Stationen wiesen mit Gesamtchlorophyllkonzentrationen von 4 pg-1-1 ein Maximum
Mitte Juli auf (Abbildung 3.15). Von Mai bis Juni kam es bis zum Erreichen dieses
Maximums zu einer kontinuierlichen Zunahme des Gesamtchlorophylls ausgehend von 1,0
bis 1,8 pg-1-1 und nach dem Maximum wieder zu einer Abnahme bis Mitte August auf
durchschnittlich 1,0 bis 2,0 ug-1-1. Eine Ausnahme dieser Entwicklung war die Station
"Boknis Eck" in 2 m Tiefe. Hier unterlag das Gesamtchlorophyll bis auf ein Maximum in
der ersten Hilfte des Juni (2,8 pg-l'l) nur geringen Schwankungen zwischen 1,8 und
2,2 pg-1-1. Weiterhin war auf dieser Station auffillig, daB von Mai bis Anfang Juni das
Gesamtchlorophyll in 2 m Tiefe hoher lag als das in 15 m Tiefe und daB diese Verhdltnisse
sich ab Juni bis zum Ende der Untersuchung umkehrten.

Zu- und Abnahme des Anteils der > 20 um-Fraktion verliefen parallel zur Zu- und
Abnahme des Gesamtchlorophylls, wobei die Bedeutung dieser Fraktion ab Juli in allen
Proben stark anstieg und dieser Sprung in 15 m Tiefe am deutlichsten war. Dort nahm ihr
Anteil am Gesamtchlorophyll von 10 auf 84 Prozent zu, in 2 m Tiefe von 10 auf 56
Prozent. Dabei lagen die Anteile der entsprechenden Fraktion auf der Station "Boknis Eck"
hoher als auf der Station "Kieler Bucht". Die Fraktionen des Nanoplanktons (2-5 gm und 5-
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20 gm) nahmen bis Mitte Juni auf der Station "Kieler Bucht" zusammen immer einen Anteil
von 60 bis 80 Prozent ein, auf der Station "Boknis Eck" lagen die entsprechenden Anteile
zwischen 35 und 80 Prozent, was auf die Bedeutung dieser Fraktionen beziiglich der
Biomasse hinweist. Der Anteil des Nanoplanktons ging ab Mitte Juni zugunsten der
> 20 pm-Fraktion auf 15 bis 30 Prozent zuriick (Ausnahme: Station "Kieler Bucht", 2 m).
Die Fraktion des Picoplanktons konnte nur auf der Station "Boknis Eck" in 2 m Tiefe einen
groBeren Anteil ausmachen. Ihr Anteil am Gesamtchlorophyll lag dort bei 15 bis 60
Prozent. Ansonsten blieb ihr Anteil mit null bis 22 Prozent eher gering, so daB dieser
Fraktion in Bezug auf ihre Biomasse keine bedeutende Rolle zukam.

3.4.3 Primérproduktion

Die Entwicklung der Gesamtprimarproduktion folgte generell der des Gesamtchlorophylls
(Abbildung 3.16). Mit Ausnahme der Station "Boknis Eck" in 2 m Tiefe wurden
Produktionsmaxima des gesamten Phytoplanktons im Juli erreicht. Auf der Station "Boknis
Eck" wurde ein zweites, hoheres Maximum Anfang September in 15 m Tiefe beobachtet.
Das Produktionsmaximum der Station "Boknis Eck" in 15 m Tiefe lag mit 2,5 ug CI-1.n-1
iiber dem der Station “Kieler Bucht" mit 0,5 ug C-I'l-h-l in 2m Tiefe bzw.
2,2 ug C-1-1-h-1 in 15 m Tiefe. In 2 m Tiefe nahm die Gesamtprimarproduktion auf der
Station "Boknis Eck" von Mai bis Juni zu, erreichte ihr Maximum mit 1,5 ug C-1-1-h-1 und
fiel dann bis zum Ende der Untersuchung auf 0,5 ug C-1-l.h-1 ab. Damit waren auf der
Station "Kieler Bucht" in 2 m Tiefe die Werte wie beim Chlorophyll merklich niedriger als
in der entsprechenden Tiefe bei "Boknis Eck". Der Vergleich von Chlorophyll- und
Produktionsentwicklung zeigt, daB die Biomassemaxima mit den Produktionsmaxima
zusammenfielen.

Die Beteiligung der einzelnen Fraktionen an der Gesamtprimarproduktion unterschied sich
von der am Gesamtchlorophyll. Auf der Station "Boknis Eck" war wie beim Chlorophyll
eine Zunahme des Anteils der > 20 um-Fraktion zu verzeichnen, wobei dieser Anteil 70
Prozent niemals liberschritt und im Mittel bei 40 Prozent lag. Da hier die Fraktionen des
Nanoplanktons zusammen nur 10 bis 20 Prozent ausmachten, kam demzufolge die groSere
Bedeutung der Picoplanktonfraktion zu, deren Anteil in 2 m Tiefe im Laufe der
Untersuchung von 83 auf 38 Prozent abfiel und in 15 m Tiefe zwischen 15 und 78 Prozent
lag. Auf der Station "Kieler Bucht" machte diese Fraktion in 2 m Tiefe 40 bis 60 Prozent
und in 15 m Tiefe 15 bis 60 Prozent aus. Hier zeigte sich bei fast allen Proben eine
zunehmende Bedeutung des Picoplanktons ab Mitte Juni.
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Abbildung 3.15: Entwicklung der Chlorophyllkonzentrationen des gesamten Phytoplanktons
und der verschiedenen GroBenfraktionen auf den Stationen "Boknis Eck" und "Kieler
Bucht"
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Abbildung 3.16: Entwicklung der Primarproduktion des gesamten Phytoplanktons und der
verschiedenen Grofienfraktionen auf den Stationen "Boknis Eck" und "Kieler Bucht"
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3.4.4 Zellkonzentrationen des autotrophen Pico- und Nanoplanktons

Die GroBenfraktion 0,2 bis 2,0 um bestand in allen Proben ausschlieflich aus coccalen
Cyanobakterien vom Synechococcus-Typ (Linge: 0,78-1,56 um, Breite: 0,55-0,78 pxm).
GroBer als 2,0 pum waren nur eukaryontische Zellen, wobei die autotrophen Zellen zum
groBten Teil Flagellaten waren. Die Animpfung von Probenwasser (15.05. und 21.05.,
1 ml) auf f/2-Medium (3 ml) ergab nach ein bis zwei Wochen Kultivierung (vgl. 2.1.2)
folgende, hdufigste Arten: Nephroselmis pyriformes, Chrysochromulina sp., Micromonas
sp. Pseudopedinella sp., Micromonas sp. und Ochromonas sp. Die durchschnittliche Grofie
dieser Taxa war 2,2 bis 4,4 um fiir Breite und Linge. Beziiglich der Zusammensetzung des
Pico- und Nanoplanktons konnten auf beiden Stationen keine Unterschiede festgestellt
werden.

Die mileroskopischen Zihlungen ergaben eine Abnahme der Zellabundanzen des
Nanoplanktons von Mai bis September und im Gegensatz dazu eine Zunahme der
Zellabundanzen der coccalen Cyanobakterien (Abbildung 3.17). Letztere lagen zwischen
2-106 und 85-106 Zellen-1-1. Die hochsten Nanoplanktonkonzentrationen wurden mit
45-106 Zellen-1-1 auf der Station "Boknis Eck" in 2 m Tiefe ermittelt, wohingegen die
maximalen Konzentrationen in 15 m Tiefe nur zwischen 5-106 bis 30-106 Zellen-1-1 lagen.
Es zeigte sich in Analogie zu den Produktionsmessungen eine mit der Zeit zunehmende
Abundanz des Picoplanktons, die dann ab Mitte Juli die Abundanz des Nanoplanktons
iberschritt. Pico- und Nanoplanktonkonzentrationen lagen auf der Station "Boknis Eck" in
2 m Tiefe im Durchschnitt hoher als auf der Station "Kieler Bucht" in vergleichbarer Tiefe,
was den Chlorophyll- und Produktionsmessungen entspricht.

In 15 m Tiefe waren die Zellabundanzen des Nanoplanktons auf beiden Stationen dhnlich.
Die coccalen Cyanobakterien allerdings wiesen auf der Station "Kieler Bucht" in den
Monaten Juli und Juni niedrigere Zellkonzentrationen in dieser Tiefe auf wie auf der Station
"Boknis Eck". Diese Verhiltnisse kehrten sich Mitte August um. Zu diesem Zeitpunkt war
die Konzentration der coccalen Cyanobakterien auf der Station "Kieler Bucht" mit 65-106
Zellen-1-1 doppelt so hoch als auf der Station "Boknis Eck". Letzteres zeigte sich aber nicht
hinsichtlich der Chlorophyll- und Produktionsergebnisse.

Die Entwicklung der Bakterienpopulationen verlief je nach Tiefe unterschiedlich, ist aber in
den entsprechenden Tiefen auf beiden Stationen als dhnlich zu betrachten. Auf beiden
Stationen stagnierten die Bakterienkonzentrationen in 2 m Tiefe zwischen 2,0-106 und
2,6-106 Zellen-mi-l. In 15 m Tiefe nahmen die Konzentrationen von Mai bis September
kontinuierlich ab. Auf der Station "Boknis Eck" lag in dieser Tiefe die hdchste
Bakterienkonzentration des Untersuchungszeitraumes im Mai mit 4,36-106 Zellen-ml-1 vor,



52

die bis September auf 1,33-106 Zellen-ml-! abfiel. Mit 2,48-106 Zellen-ml-! lag in der
entsprechenden Tiefe auf der Station "Kieler Bucht" die hochste Konzentration im Mai fast
um die Hailfte niedriger und sank bis August auf 1,64- 106 Zellen-ml1-! ab.

Die Ergebnisse der Zytometermessungen werden hier nicht weiter aufgefiihrt, da alle
Proben nur in fixiertem Zustand bis zu zwei Wochen nach Probennahme gemessen werden
konnten. Es standen zum direkten Vergleich keine gemessenen Frischwasserproben zur
Verfiigung und so konnte der EinfluB der Fixierung auf die Autofluoreszenzeigenschaften
der Zellen bei diesen Proben nicht eingeschdtzt werden. Im Vergleich zu den Ergebnissen
der mikroskopischen Zéhlungen ergaben sich allerdings bei der zytometrischen Messung der
fixierten Proben Verluste zwischen 17 und 72 Prozent. Die unter 3.1.2 beschriebenen
Ergebnisse zeigten zudem, daB die Unterschitzung der mit dem Zytometer aus

formolfixierten Proben ermittelten Zellkonzentrationen immer zu groB ist, um solche Daten
verwenden zu konnen.
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Abbildung 3.17: Entwicklung der Abundanzen von Pico- und Nanophytoplankton sowie der
Bakterien auf den Stationen "Boknis Eck" und "Kieler Bucht"
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3.5 Driftstudien in der &stlichen Gotlandsee (BAMBI '91)
3.5.1 Abiotische Parameter
3.5.1.1 Hydrographie

Die stark ausgeprigte Thermokline (Abbildung 3.18) lag durchgehend in 10 m Tiefe. Die
Oberflichentemperatur lag wihrend beider Driften zwischen 20 und 24 °C. In der
Thermokline kam es zu einem Temperaturabfall bis auf ca. 10 °C in 12 m Tiefe. In einer
Tiefe von 60 m zeigte sich ein Temperaturminimum von 4 °C. Unterhalb von 80 m Tiefe
blieb die Temperatur mit 5 °C anndhernd konstant.

Die Salinitit lag durchgehend auf allen Stationen an der Oberfliche zwischen 7,8 und 8,0,
verdnderte sich nicht bis in die Tiefe von 60 m und stieg dann auf ca. 11 bis 12 an.

Die Quantametermessungen ergaben erwartungsgemdfB einen exponentiellen Abfall der
Lichtintensitdt mit der Tiefe (Abbildung 3.19). Die Werte in der Wasseroberfldche lagen
wihrend der ersten Drift bis auf Station 423 zwischen 780 und 850 pE-m'z-s'l, wihrend
der zweiten Drift unterlagen sie mit 260 bis 900 yE-m'2°S'l groBeren Schwankungen. Die
euphotische Zone (< 1%-Lichttiefe) erstreckte sich wihrend der ersten Drift zwischen 14,8
und 16,2 m Tiefe und wihrend der zweiten Drift zwischen 12,1 und 14,8 m Tiefe. Die
Secchi-Tiefe schwankte wihrend der ersten Drift zwischen 5,5 und 6 m und wihrend der
zweiten Drift zwischen S und 5,5 m Tiefe.

3.5.1.2 Sauerstoff und Schwefelwasserstoff

Der Sauerstoffgehalt (Abbildung 3.20) stieg innerhalb der oberen 40 m von 8,0 bzw.
10,0 mg-1-1 auf ca. 11,0 mg-1-1 an. Danach erfolgte mit der Tiefe ein kontinuierlicher
Abfall des Sauerstoffgehaltes. Unterhalb von 130 m war auf beiden Driftabschnitten kein
Sauerstoff mehr nachweisbar, stattdessen wurde ein rascher Anstieg der HoS-Konzentration
auf bis zu 90,0 umol-I-! registriert. Zwischen den beprobten Stationen zeigte sich kein
Unterschied beziiglich dieser Verteilung.
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Abbildung 3.18: Temperatur- und Salinitatsprofile der BAMBI-Stationen; a) erste Drift; b)
zweite Drift
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Abbildung 3.19: Lichtintensititen auf den BAMBI-Stationen; a) erste Drift; b) zweite Drift
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Abbildung 3.20: Sauerstoffgehalt [mg-ml-1] und H,S-Konzentrationen [emol-1-1] auf den
BAMBI-Stationen; a) erste Drift; b) zweite Drift
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3.5.1.3 Nahrstoffe

Die Vertikalprofile der Nahrstoffe zeigten auf allen Stationen einen sehr dhnlichen Verlauf
und es konnten keine Unterschiede zwischen den beiden Driftstudien festgestellt werden.

In der euphotischen Zone lag beziiglich der Nitratverteilung (Abbildung 3.21) eine schwach
ausgeprégte primédre Nutrikline zwischen 10 und 15 m Tiefe vor. Wihrend der ersten Drift
lagen die Nitratkonzentrationen an der Oberfliche zwischen 0,08 und 0,40 ;zmol-l‘1 und in
15 m Tiefe zwischen 0,32 und 0,44 /,Lmol-l’l. Auf den ersten beiden Stationen (St. 440, St.
443) der zweiten Drift wurde diese primdre Nutrikline mit Nitratkonzentrationen zwischen
0,78 und 0,90 umol-l'1 etwas deutlicher, um sich dann auf den letzten beiden Stationen (St.
446, St. 449) aufzuldosen. Zwischen 60 und 100 m Tiefe stieg die Nitratkonzentration an
und erreichte mit 9,0 bis 11,0 umol-1-! in 100 m Tiefe ein sehr stark ausgeprigtes Maxi-
mum, um dann zwischen 100 und 140 m Tiefe wieder auf oberflichenihnliche Werte abzu-
fallen.

Nitrit (Abbildung 3.21) lag in der euphotischen Zone wihrend der ersten Drift mit 0,1 bis
0,2 pmol-1-1 vor. Wihrend der zweiten Drift variierten die Konzentrationen in der eupho-
tischen Zone etwas mehr und lagen zwischen 0,07 und 0,22 ,umol-l'l. Nitrit zeigte ein
Tiefenmaximum in 80 m Tiefe. Hier wurden Konzentrationen von 0,55 umol-1-! registriert.
Unterhalb dieser Tiefe nahmen die Konzentrationen auf weniger als 0,2 umol-1-1 ab.
Ammonium (Abbildung 3.22) lag in der euphotischen Zone mit durchschnittlich
< 0,6 umol-1-1 vor und zeigte in den oberen 35 m keine auffilligen Schwankungen. In
40 m Tiefe stieg die Konzentration auf ca. 1,0 gmol-1-! an. In 120 m Tiefe fand sich eine
ausgepragte Nutrikline fiir Ammonium.

Die Phosphatkonzentrationen (Abbildung 3.23) stiegen innerhalb der euphotischen Zone
kontinuierlich von 0,1 auf 0,3 (erste Drift) bzw. 1,0 umol-1-1 (zweite Drift) an. Unterhalb
von 40 m Tiefe war eine stirkere Zunahme zu verzeichnen und in 150 m Tiefe wurden
7,0 umol-1-1 Phosphat gemessen.

Silikat (Abbildung 3.23) wies innerhalb der oberen 35 m Konzentrationen von 8,0 bis
10,0 p.mol-l'1 auf. Bis 60 m Tiefe erfolgte ein leichter Anstieg auf 12,0 bis 13,0 pmol-1-1
und wie im Falle von Nitrat und Phosphat kam es unterhalb dieser Tiefe zu einer starken
Zunahme der Silikatkonzentration. In 150 m Tiefe wurden Konzentrationen von 80,0 bis
95,0 umol-1-1 erreicht.

Aufgrund dieser Nihrstoffverteilung wies der widhrend BAMBI '91 untersuchte Wasser-
korper eine stark ausgeprdgte Nutrikline in einer Tiefe von 60 bis 80 m auf und innerhalb
der euphotischen Zone lagen mehr oder weniger oligotrophe Verhiltnisse vor. Nur beziig-
lich des Nitrats konnte eine schwache Nutrikline in ca. 15 m Tiefe registriert werden.
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Abbildung 3.21: Nitrat- und Nitritkonzentrationen [ymol-l'l] auf den BAMBI-Stationen
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Abbildung 3.22: Ammoniumkonzentrationen [xmol-1-1] auf den BAMBI-Stationen
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Abbildung 3.23: Phosphat- und Silikatkonzentrationen [xmol-1-1] auf den BAMBI-Stationen
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3.5.2 Biologische Parameter
3.5.2.1 Chlorophyll

Die Chlorophyllverteilung (Abbildung 3.24 und 3.25) zeigte wahrend beider Driften ein
Tiefenmaximum in 10 m Tiefe. Ausnahmen waren die Stationen 427 (Maximum in S m
Tiefe) und 443 (Oberflichenmaximum). Dabei waren die Maxima wéhrend der ersten Drift
(5,5 bis 13 pg-1-1) hoher als die der zweiten Drift (3,0 bis 5,5 pg-1-1). Generell erfolgte
unterhalb des Tiefenmaximums eine Abnahme des Gesamtchlorophylls. Die Chlorophyll-
konzentrationen in 35 m Tiefe lagen wihrend beider Driftabschnitte zwischen 0,5 und
1,3 pg-l-L.

Fir die einzelnen GroBenfraktionen ergab sich jeweils der groBte Anteil in der Frak-
tion > 20 um und der zweitgroBte Anteil in der < 2 um-Fraktion. Die Fraktionen 2-5 um
und 5-20 pum hatten im allgemeinen keine groBere Bedeutung. Beziiglich der Vertikal-
verteilung der Fraktionen zeigte sich, daB die > 20 um-Fraktion der Verteilung des
Gesamtchlorophylls mit der Tiefe folgte. Dies war auch fiir die < 2 pm-Fraktion mehr
oder weniger der Fall, wobei diese Fraktion oberhalb der Thermokline (10 m) von groBerer
Bedeutung war als unterhalb der Thermokline. Die Fraktionen 5-20 pm und 2-5 gm hin-
gegen blieben in ihrer Tiefenverteilung relativ konstant, allerdings ergab sich fiir die 5-
20 pm-Fraktion bis auf Station 423 ein Oberflichenmaximum.

Die zeitliche Entwicklung des iiber die oberen 35 m integrierten Gesamtchlorophylls
(Abbildung 3.26) bestand im Laufe der ersten Drift in einer Zunahme von 98 auf
131 mg-m‘z. Am vierten Tag (St. 434) erfolgte eine Abnahme auf 91 mg-m-2. Wihrend
der zweiten Drift kam es zu einer Abnahme des Gesamtchlorophylls von 102 auf
56 mg-m-2. Dabei ist zu beachten, daB die Chlorophyllkonzentrationen der Fraktionen
< 2 um, 2-5 pm und 5-20 um iber die Zeit relativ konstant blieben und die eigentlichen
Zu- und Abnahmen des Gesamtchlorophylls durch die Konzentrationsdnderungen der
> 20 pm-Fraktion zustande kamen. Aus Tabelle 3.6 ist zu ersehen, daB der Anteil der
> 20 pm-Fraktion bis auf Station 423 zwischen 34 und 63 Prozent lag und damit ein bis
zwei Drittel des Gesamtchlorophylls ausmachte. Ahnliches galt fiir die < 2 pm-Fraktion,
ihr Anteil lag zwischen 26 und 53 Prozent und konnte zwischen einem Drittel und der
Hilfte des Gesamtchlorophylls ausmachen. Im Laufe der zweiten Drift dominierte diese
Fraktion. Die dazwischenliegenden Fraktionen 5-20 pm und 2-5 pm machten bis auf Station
423 jeweils weniger als 15 Prozent aus.
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Abbildung 3.24: Vertikalprofile des groBenfraktionierten Chlorophylls [pg-l'l] wahrend der
ersten Drift von BAMBI '91, zu beachten sind die unterschiedlichen Skalen
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Abbildung 3.25: Vertikalprofile des groBenfraktionierten Chlorophylls [1g-1-1] wéhrend der

zweiten Drift von BAMBI '91
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Abbildung 3.26: Uber die Wassersiule von 35 m integriertes, groBenfraktioniertes
Chlorophyll [mg-m'2] wiahrend BAMBI '91 (St. 423 bis St. 434 = 1.Drift, St. 443 bis St.

449 = 2.Drift)

Tabelle 3.6: Prozentuale Anteile der Grofenfraktionen am fber die oberen 35 m
integrierten Gesamtchlorophyll wiahrend BAMBI '91, (St. 423 bis St. 434 = 1.Drift, St.
443 bis St. 449 = 2.Drift)

Station > 20 um 5-20 pm 2-5 ym < 2um

423 15,6 % 37,0 % 15,5 % 32,0 %
427 63,5 % 3,5 % 6,7 % 26,4 %
431 575 % 7,4 % 7,0 % 27,7 %
434 34,8 % 7,3 % 15,8 % 42,1 %
440 46,1 % 14,6 % 6,4 % 32,9 %
443 37,6 % 7,2 % 12,9 % 42,3 %
446 39,6 % 6,3 % 11,1 % 43,0 %
449 34,3 % 3,5 % 8,4 % 53,9 %
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3.5.2.2 Primédrproduktion

Im Gegensatz zur Vertikalverteilung des Chlorophylls zeigte die Primirproduktion stets ein
Oberflichenmaximum (Abbildung 3.27 und 3.28). Wihrend der ersten Drift wurde dort
eine Gesamtproduktion von 4,6 bis 11,0 pg C-1-1-h-! erreicht. Wihrend der zweiten Drift
lagen die entsprechenden Werte mit 4,4 bis 14,5 ug C-1-1-h-1 etwas hoher. In 10 m Tiefe
(erste Drift) bzw. in 5 m Tiefe (zweite Drift) wurden nur noch 0,65 bis 1,8 ug C-I-l.p-l
bzw. 1,8 bis 4,5 pg C-1-1-h-1 produziert. In 25 m Tiefe wurden 0,08 bis 0,11 pug C-1-1-h-1
(erste Drift) und 0,11 bis 0,46 ug C-1-1-h-1 (zweite Drift) gemessen. Damit wurde fiir die
Tiefe von 25 m ebenfalls wie fiir die Oberfliche wihrend der zweiten Drift eine im
Vergleich zur ersten Drift héhere Produktivitit registriert.

Alle Fraktionen folgten in der Vertikalverteilung der Gesamtprimérproduktion. Unterhalb
von 15 m Tiefe war die Dominanz der < 2 um-Fraktion - auBer auf den Stationen 423 und
449 - auffillig.

Die iiber die oberen 25 m integrierte Gesamtprimirproduktion (Abbildung 3.29) lag
wihrend der ersten Drift zwischen 460 und 855 mg C-m-2-d-1, wobei innerhalb der ersten
drei Tage eine Abnahme erfolgte und am vierten Tag emeut der Ausgangswert erreicht
wurde. Wihrend der zweiten Drift zeigte sich innerhalb der ersten drei Tage ebenfalls eine
Abnahme der Gesamtprimirproduktion von 570 auf 380 mgC-m-2.d-l. Mit
1055 mg C-m-2.d-!] wurde am letzten Tag dieser Drift (St. 449) die hdchste
Gesamtprimédrproduktion gemessen. Die integrierte Primarproduktion zeigte deutliche
Parallelen zur Hohe der Oberflachenproduktion (0 bis 5 m), so daB diese den groften Teil
an der integrierten Produktion ausmachte.

Der Anteil der einzelnen Grofenfraktionen an der integrierten Gesamtprimirproduktion war
auf allen Stationen dhnlich (Tabelle 3.7). Immer stellte die > 20 um-Fraktion einen Anteil
von 22 bis 26 Prozent und blieb damit relativ konstant. Die Fraktion < 2 um hatte mit 51
bis 60 Prozent den groBten Anteil, und wie beim Chlorophyll kam den Fraktionen 5-20 ym
und 2-5 pm mit 6,5 bis 16 Prozent die geringste Bedeutung zu.

Im Laufe beider Driften nahmen die Anteile der Fraktionen 5-20 um und 2-5 ym zu
Gunsten der < 2 um-Fraktion ab. Der Anteil des Picoplanktons an der Primdrproduktion
war hoher als am Chlorophyll; der Anteil der > 20 um-Fraktion an der Produktion
dagegen war deutlich geringer als am Chlorophyll.
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Abbildung 3.27: Vertikalprofile der grofenfraktionierten Primirproduktion [ug C-1-1-h-1j
wahrend der ersten Drift von BAMBI '91, zu beachten sind die unterschiedlichen Skalen
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Abbildung 3.28: Vertikalprofile der groBenfraktionierten Primarproduktion [gg C-1-1.h-1]

wihrend der zweiten Drift von BAMBI '91, zu beachten sind die unterschiedlichen Skalen
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Abbildung 3.29: Uber die Wassersiule von 25 m integriefte, groBenfraktionierte
Primirproduktion [mg C-m-2-d-1] wihrend BAMBI '91 (St. 423 bis 434 = erste Drift, St.

440 bis 449 = zweite Drift)

Tabelle 3.7: Prozentuale Anteile der Grofenfraktionen an der {iber 25 m integrierten
Primdrproduktion wdhrend BAMBI '91, (St. 423 bis 434 = erste Drift, St. 440 bis
449 = zweite Drift)

Station > 20 um 5-20 pm 2-5 pm < 2pm

423 25,0 % 7,7 % 16,0 % 51,3 %
427 26,8 % 9,1 % 12,5 % 52,1 %
431 26,5 % 6,7 % 14,5 % 52,4 %
434 22,2 % 9,8 % 14,6 % 53,4 %
440 24,7 % 7,5 % 14,5 % 53,4 %
446 25,5 % 6,5 % 9,1 % 59,2 %
449 23,3 % 52 % 11,2 % 60,4 %
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3.5.2.3 Zellkonzentrationen des autotrophen Pico- und Nanoplanktons

Aufgrund der Zytometermessungen und den fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen
konnten drei autotrophe Populationen innerhalb des Pico- und Nanoplanktons unterschieden
werden (Abbildung 3.30). Dabei handelte es sich im Bereich des Picoplanktons
hauptsichlich um coccale Cyanobakterien, cf. Synechococcus sp. (Fenster 1), und im
Bereich des Nanoplanktons vermutlich um Cryptophyceen (Fenster 2) sowie sonstige
phototrophe Flagellaten (Fenster 3). Die Signale oberhalb des Fensters 3 stammten von
Bruchstiicken der fddigen Blaualgen Aphanizomenon flos-aquae und Nodularia spumigena,
welche eine starke Bliite in Form deutlich sichtbarer "patches" bildeten.

Die durchschnittlichen MaBe der coccalen Cyanobakterien lagen bei 0,78 um Breite und
2,2 um Liange und die der Flagellaten zwischen 1,6 um Breite und 6,2 pum Lénge. Coccale
Cyanobakterien und Flagellaten wurden durch die gesamte Wassersdule hindurch gefunden,
wohingegen die Organismen im Fenster 2 nur in den oberen 35 m vorkamen waren. Bis in
eine Tiefe von 10 m lag ein Teil der coccalen Cyanobakterien in Kolonien oder Aggregaten
vor. Im Falle der Kolonien handelte es sich um Microcystis sp. und Gloeotheca sp. Diese
Zellen wurden auf den Filtern nicht gezdhlt, da sie nicht zum coccalen Picoplankton
gehoren. Zellen innerhalb von Aggregaten (kein koloniales Erscheinungsbild) wurden in die
Auswertung aufgenommen. Unterhalb der Tiefe von 10 m lagen nur noch unizelluldre
coccale Cyanobakterien vor.

Die Erfassung der quantitativen Verteilung der coccalen Cyanobakterien und der Flagellaten
ergab auf allen Stationen gleichartige Tendenzen (Abbildung 3.31 und 3.32, nur
mikroskopische Daten), wobei nicht weiter auf die Organismen im Fenster 2 eingegangen
werden soll, da ihr Gesamtanteil verschwindend gering war (0 bis 35 m Tiefe: ca.
100 Zellen-ml-1). Obwohl zytometrisch und mikroskopisch ermittelte Daten auf hnliche
Verteilungsmuster der verschiedenen Populationen schlieBen lassen (vgl. 3.1.2), werden im
folgenden nur mileroskopisch ermittelte Zellkonzentrationen herangezogen, da diese in den
oberen 50 m genauer erschienen (s. 3.1.2).

Die phototrophen Flagellaten wiesen Oberflachenkonzentrationen von ca. 1,5-107 bis 2-107
Zellen-1-1 auf. Wihrend der ersten Drift erfolgte ein Abfall der Konzentration mit der Tiefe
bis auf 25 m, wo entweder eine Zunahme bis auf 35 m Tiefe (Stationen 423, 427 und 434)
oder konstante Zellzahlen (Station 431) festzustellen waren. Wahrend der zweiten Drift
entwickelte sich das Abundanzmaximum in 35 m Tiefe weiter (Stationen 440 und 443), um
dann auf den letzen beiden Stationen auf 15 m Tiefe anzusteigen. Zwischen 35 und 60 m
Tiefe fiel die Flagellatenkonzentration bis auf weniger als 0,05-107 Zellen-1-! ab, stagnierte
im Tiefenbereich von 60 bis 100 m und stieg anschlieBend in Korrelation mit den anaeroben
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im Tiefenbereich von 60 bis 100 m und stieg anschlieBend in Korrelation mit den anaeroben
Bedingungen wieder auf durchschnittlich 0,1-107 bis 0,7-107 Zellen-1-!1 an, was einem
Wert von bis zu 50 Prozent der Oberfldchenabundanz entsprach.

Eine d&hnliche Verteilung zeigten auch die coccalen Cyanobakterien, wobei die
Zellkonzentrationen an der Oberfliche zwischen 35-107 und 46:107 ZellenI-! lagen
(Ausnahme: Station 423), also um den Faktor 10 hoher als die der Flagellaten. Innerhalb
der euphotischen Zone erfolgte ein Abfall der Konzentrationen auf 2,1-107 bis 6,6-107
Zellen-1-1, allerdings ebenfalls wie bei den Flagellaten unter Ausbildung eines zweiten
Maximums in einer Tiefe von 35 m. Unterhalb dieser Tiefe nahm die Konzentration weiter
ab und erreichte meist in 100 bis 120 m Tiefe ihr Minimum mit 0,08-107 bis 0,3-107
Zellen-1-1. Wie im Fall der Flagellaten war hier ein Anstieg der Zellabundanzen coccaler
Cyanobakterien unterhalb der Chemokline im anaeroben Bereich festzustellen. Es wurden
Konzentrationen von 0,44-107 bis 0,86-107 Zellen-I-! ermittelt, was aber nur 1 bis 2
Prozent der Oberfldchenwerte entsprach.

Die Bakterienverteilung nahm mit der Tiefe im allgemeinen einen dhnlichen Verlauf, nur
waren Ab- und Zunahmen nicht so ausgeprdgt und die Konzentrationen im Vergleich zu den
Flagellaten um den Faktor 1000 und im Vergleich zu den coccalen Cyanobakterien um den
Faktor 100 hoher.

Coccale Cyanobakterien und autotrophes Nanoplankton zeigten beziiglich der zeitlichen
Entwicklung innerhalb der oberen 35 m verschiedene Trends. Widhrend der ersten Drift
nahmen die Oberflichenkonzentrationen der coccalen Cyanobakterien von 7,5-107 auf
35-107 Zellen-m!I-1 zu. Wahrend der zweiten Drift lagen die Konzentrationen im
entsprechenden  Tiefenbereich  zwischen 38:107 und  46-107 Zellen-ml-l.  Die
Konzentrationen des autotrophen Nanoplanktons nahmen iiber den gesamten Zeitraum ab.
Wihrend der ersten Drift schwankten die Konzentrationen zwischen 1,5-107 und
2-107 Zellen-ml-! und nahmen dann wihrend der zweiten Drift von 1,3-107 auf
0,9-107 Zellen-ml-1 ab.

Eine merkliche Verdnderung der Bakterienkonzentrationen iiber die Zeit konnte nicht
beobachtet werden.



71

- 128

h ’ 9' £ ¢ = -I

r . -3- ' ..‘."l‘lllll|ln- ..'ll—mll'. - " -

TR TS . Fenster 2§ * Fenster 1 £

% m‘ - ; Tb a J
-2t " -
. " '.l. 3 «
-a o'.. &

ol 1

Ret!erenzpartjke]

CHLOROPHYLL

PHYCOERYTHRIN

Abbildung 3.30: Zytometrische Darstellung (Drei-Dekaden-Logarithmus) des wihrend
BAMBI '91 aufgenommenen Bestandes des autotrophen Pico- und Nanoplanktons, Probe
aus 5 m Tiefe, St. 449
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Abbildung 3.31: Vertikalprofile des autotrophen Pico- und Nanoplanktons und der
Bakterien wihrend der ersten Drift von BAMBI 'O1
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Abbildung 3.32: Vertikalprofile des autotrophen Pico- und Nanoplanktons und der
Bakterien wihrend der zweiten Drift von BAMBI '91
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3.5.2.4 Fluoreszenzeigenschaften des autotrophen Pico- und Nanoplanktons

Die relative Chlorophyll- bzw. Phycoerythrinfluoreszenz pro Zelle unterlag sowohl bei den
coccalen Cyanobakterien als auch bei den autotrophen Zellen des Nanoplanktons einer
Verdnderung mit der Tiefe (Abbildung 3.33).

Die coccalen Cyanobakterien wiesen beziiglich der Chlorophyllfluoreszenz pro Zelle ein
Oberflichenmaximum auf. Mit der Tiefe nahmen die entsprechenden Werte um ca. 80
Prozent ab und in 25 m Tiefe konnte ein zweites, allerdings schwicher ausgeprigtes
Maximum beobachtet werden. Hier lag die Chlorophylifluoreszenz pro Zelle um ca. 50
Prozent niedriger als an der Oberfliche. Danach fielen die Werte ab, ein leichter Anstieg
wurde zwischen 100 und 150 m Tiefe registriert.

Die Phycoerythrinfluoreszenz pro Zelle unterlag hingegen nicht so groen Schwankungen.
Gleich stark ausgeprdgte Maxima lagen in 5 und 15 m Tiefe, danach erfolgte ein Abfall
unter den Oberflichenwert. Zwischen 100 und 150 m Tiefe war ebenfalls ein Anstieg der
Phycoerythrinfluoreszenz pro Zelle zu beobachten, wobei Oberflichenwerte erreicht
wurden.

Bei den autotrophen Zellen des Nanoplanktons verlief die Vertikalverteilung der
Chlorophyll- und Phycoerythrinfluoreszenz pro Zelle parallel. Nach Oberflichenmaxima
nahmen die Werte bis auf ein Minimum in 25 bis 35 m Tiefe ab. Dabei lag dort die
Chlorophyllfluoreszenz pro Zelle um ca. 60 Prozent niedriger. In 60 m Tiefe erreichten
beide Werte ein sekunddres Maximum. Hier lag die Phycoerythrinfluoreszenz pro Zelle um
ca. 10 Prozent niedriger als der Oberflichenwert. Der entsprechende Wert fiir die
Chlorophylifluoreszenz pro Zelle war um ca. 60 Prozent niedriger. Unterhalb von 60 m
Tiefe fielen die Werte ab. Zwischen 100 und 150 m Tiefe erfolgte erneut ein leichter
Anstieg.

Grundsitzlich unterschieden sich die beiden Populationen also in der Lage des zweiten
Maximums und in der GroBe der relativen Chlorophyllfluoreszenz pro Zelle. Letztere lag
bei den eukaryontischen, autotrophen Zellen um das drei- bis fiinffache pro Zelle hoher als
bei den coccalen Cyanobakterien. Die relative Phycoerythrinfluoreszenz pro Zelle lag im
Gegensatz dazu im dhnlichen Grofenbereich.

Die niedrigen Werte der relativen Fluoreszenz pro Zelle zwischen 100 und 120 m Tiefe
konnten auch auf den Filtern unter dem Epifluoreszenzmikroskop nachvollzogen werden.
Hier zeigte sich im mikroskopischen Bild eine duflerst schwache Autofluoreszenz, wobei die
coccalen Cyanobakterien oftmals leicht griinlich erschienen.
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Abbildung 3.33: Vertikalprofil der durchschnittlichen zelluliren Chlorophyll- und
Phycoerythrinfluoreszenz coccaler Cyanobakterien und Flagellaten wahrend BAMBI '91 am
Beispiel der Stationen 449 und 450; dargestellt sind die Werte der Verteilungsmaxima
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4 DISKUSSION

4.1 Methodenkritik
4.1.1 Fraktionierung und Filter

Die Diskussion iiber die Problematik der Fraktionierung wird immer wieder aufgegriffen
und zeigt, daB die entsprechenden Ergebnisse einer Fehlerbetrachtung unterzogen werden
miissen (SHELDON u. SUTCLIFFE, 1969; SHELDON, 1972; McCARTHY et al., 1974,
BERMAN, 1975; TAKAHASHI u. HORI, 1984; ELSER et al., 1986; HILMER u. BATE;
1989).

Zur Fraktionierung werden Netze aus Gaze verschiedener Maschenweite und Filter
verschiedener Materialien und unterschiedlicher PorengroBe benutzt. Netze trennen zwei
GroBenfraktionen voneinander und Filter dienen der Entfernung von Partikeln aus einer
Losung (SHELDON, 1972). Die Maschenweite eines Netzes ist ein gutes MaB fiir die
abzutrennende Fraktion (SHELDON u. SUTCLIFFE, 1969), doch zeigte sich wihrend
BAMBI '91 bei der Verwendung einer 20 um Netzgaze, daBf das Filtrat viele Bruchstiicke
fidiger Blaualgen enthielt. Auch SCHARENBERG (1991) bemerkte unter &hnlichen
Bedingungen, daB ca. 20 Prozent der {iber 100 um langen Blaualgenfiden eine 100 um
Netzgaze passieren konnten. Diese Fdden, deren Zelldurchmesser nur wenige um ausmacht,
gelangen also z.T. der Liange nach durch die Maschen. Somit ist anzunehmen, daB die
wihrend BAMBI '91 iiber eine 20 um Netzgaze vorfiltrierten Proben noch kurze
Bruchstiicke der Blaualgenfiden enthielten. Dies muB zu einer Uberschitzung der Fraktion
5-20 pm fithren. Die Fraktionen 2-5 pm und < 2 um sind davon nicht betroffen, da diese
Fraktionen durch die Filtration iiber Nuclepore-Filter mit Porengréfen von 5,0 pum und
2,0 um gewonnen wurden und die Blaualgenbruchstiicke auf diesen Filtern zuriickgehalten
wurden. Hier allerdings konnten diese Bruchstiicke zur Verstopfung der Filterporen gefiihrt
haben, was wiederum Partikel, die eigentlich den Filter passiert haben miifiten, auf dem
Filter zuriickhielt. Das hitte eine Unterschdtzung der Fraktionen 2-5 um und < 2 pm zur
Folge. Es werden sogar generell Partikel, die kleiner sind als die Porengrofe des
verwendeten Filters, auf diesem zuriickgehalten (SHELDON u. SUTCLIFFE, 1969).
Nuclepore-Filter neigen besonders zur Uberladung (SHELDON, 1972) und der Grad der
Verstopfung wird mit zunehmender Partikelkonzentration bzw. zunehmendem
Probenvolumen immer stirker (TAKAHASHI u. HORI, 1984; JOCHEM, 1987).
AuBerdem ist zu bedenken, daB Zellen ohne starre Zellwand durch Poren fallen konnen,
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deren Durchmesser kleiner ist als sie selbst (TAKAHASHI u. HORI, 1984; JOCHEM,
1987).

Aus dieser Diskussion sind fiir die Ergebnisse dieser Arbeit mehrere Folgerungen abzuleiten
und bei der Interpretation entsprechend zu beriicksichtigen:

1.) Beziiglich der Parameter Chlorophyll und Primérproduktion ist eine Uberschitzung der
Fraktion 5-20 pm anzunehmen.

2.) Die Fraktionen 2-5 pum und < 2 pm wurden wahrscheinlich aufgrund der Verstopfung
der Nuclepore-Filter durch Bruchstiicke von Blaualgenfdden unterschétzt.

3.) Fiir den Fall, daB Zellen mit flexibler Kérperform durch Filter fielen, deren Porengrofe
kleiner war als diese Zellen, wire es zu einer Uberschitzung der Fraktionen 2-5 ym und
< 2 pm gekommen.

4.) Aus den Punkten 2.) und 3.) ergibt sich der Anschein gegenldufiger Effekte und die
ungekldrte Frage, welcher der beiden Effekte iberwiegt oder ob sich diese sogar
neutralisieren (ELSER et al., 1986).

5.) Absolutwerte der beiden Parameter Chlorophyll und Primirproduktion sind mit einem
gewissen Fehler behaftet und deshalb sollte die Gewichtung der Interpretation auf relativen
Verhéltnissen der Fraktionen zueinander liegen.

4.1.2 Chlorophyllbestimmung

Bei der Bestimmung von Chlorophyll mittels Fluorometrie wird vorausgesetzt, daB die
gemessene Fluoreszenz verschiedener Proben nur auf Chlorophyll @ zuriickzufiihren ist (LI,
1986). Dagegen fanden GIESKES u. KRAAY (1983) bei einem methodischen Vergleich
zwischen Fluorometrie und HPLC (Hochdruckfliissigkeitschromatographie), daB sich bei
der Bestimmung des Chlorophyllgehaltes durch die Fluorometrie Uberschitzungen (z.T. bis
zu 40 Prozent) ergaben und diese Diskrepanz in tropischen Gewissern weiter zunahm. Die
Autoren filhrten diese Uberschitzung auf ein bis dahin unidentifiziertes Chlorophyll a-
Derivat zuriick, welches besonders in Fraktionen < 1 um auftrat und heute als den
Prochlorophyten zugehdrig bekannt ist (CHISHOLM et al., 1988; VELDHUIS u. KRAAY,
1990). GUILLARD er al. (1985) postulierten als Ursache der unbekannten Fluoreszenz
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Zeaxanthin, ein fiir Synechococcus sp. typisches Pigment. Eine weitere Fehlerquelle der
fluorometrischen Chlorophyllbestimmung konnte Chlorophyll b darstellen, doch konnte
LORENZEN (1981) zeigen, daB das Verhdltnis von Chlorophyll @ zu Chlorophyll &
meistens so groB ist, daB der aus Chlorophyll » resultierende Fehler weniger als finf
Prozent betrdgt und damit vernachldssigt werden kann.

Somit muB also davon ausgegangen werden, daB die Fluoreszenz innerhalb verschiedener
GroBenfraktionen unterschiedliche Ursachen haben kann und eine Vergleichbarkeit der
entsprechenden Ergebnisse nicht immer gegeben ist. Innerhalb des Picoplanktons mufB
aufgrund dieser Befunde generell mit Uberschitzungen gerechnet werden, da hier besonders
Synechococcus sp. dominiert.

4.1.3 Bestimmung der Primdrproduktion

Die methodische Problematik bei der Bestimmung der Primdrproduktion besteht unter
anderem in der Filtration der Zellen vor (pre-screening) oder nach (post-screening) der
Inkubation.

MCcCARTHY et al. (1974) verglichen Ergebnisse der Primdrproduktionsmessungen von vor
und nach der Inkubation filtrierten Proben und kamen zu dem SchluBl, daB eine Filtration
vor der Inkubation gerade fiir Nanoplankton aufgrund des Grazingeffektes vorzuziehen sei.
Als Alternative schlugen die Autoren vor, die Probe iiber ein Gazenetz vorzufiltrieren, um
den grofBiten Teil des herbivoren Zooplanktons zu entfernen. Als weiteren Nachteil des post-
screenings wird der Verlust von 14C durch FiltrationsstreB angefiihrt. Danach konnen die
Zellen platzen und freiwerdendes 14C kann durch den Filter laufen. Weiterhin zeigten
WATERBURY et al. (1986) eine Uberschitzung der Synechococcus-Produktion durch post-
screening, so daB diese Organismen z.T. bis zu 100 Prozent der Gesamtprimarproduktion
ausmachten. Dies fiihrten die Autoren hauptsichlich auf groBere Zellen zuriick, die
widhrend der Fraktionierung zerstdort wurden und deren Bruchstiicke so in kleinere
Fraktionen gelangen konnten. Dagegen muf} angefiihrt werden, daB bei einer Filtration vor
der Inkubation die Zellen ebenfalls platzen kénnen und so ein bestimmter Anteil an 14C gar
nicht erst aufgenommen wird. Letzteres Verfahren minimiert zudem den physiologischen
StreB der Zellen wihrend der Inkubation (ITURRIAGA u. MITCHELL, 1986). Eine
zwischen diesen beiden Methoden ebenfalls vergleichende Untersuchung fiihrten
TAKAHASHI u. BIENFANG (1983) durch. Die Autoren erhielten bei einer Filtration vor
der Inkubation fiir die Fraktionen < 3 um und 20-40 gm um sechs Prozent hohere Anteile
an der Gesamtproduktion als bei einer Filtration nach der Inkubation. Fiir die Fraktion 3-
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20 pm lag das Verhdltnis andersherum. Dieser Unterschied beeinflufite aber in keiner Weise
die relativen Anteile der Fraktionen an der Gesamtproduktion.

Aufgrund dieser Aussagen und der Annahme, daB ein pre-screening das mikrobielle
Nahrungssystem auseinanderreiit und somit einen signifikanten Eingriff darstellt
(JOCHEM, 1989), wurden innerhalb der vorliegenden Arbeit simtliche Proben nach der

Inkubation filtriert.

4.1.4 Bestimmung der Zellabundanzen mittels Epifluoreszenzmikroskopie

Auch die Bestimmung der Zellabundanzen des autotrophen Pico- und Nanoplanktons mit
Hilfe der Epifluoreszenzmikroskopie kann durch verschiedenartige methodische Probleme
beeinflufit sein.

Fiir die Prdparation und die Firbung der Proben sollten sogenannte Oberfldchenfilter, z.B.
Nuclepore-Filter, verwendet werden. Auf diesen Filtern versinken die Zellen nicht
innerhalb der Poren, sondern bleiben auf der Oberfliche liegen und werden so nicht
tibersehen (GOLDBERG, 1952). Die Benutzung von Nuclepore-Filtern mit einem
Porendurchmesser von 0,2 pm hat sich dabei allgemein durchgesetzt (HOBBIE et al., 1977;
HAAS, 1982; CARON, 1983; GALVAO, 1990; MARTINUSSEN u. THINGSTAD,
1991). Ein weiteres Problem stellt die Art der Fixierung dar. Eine Fixierung der Probe vor
Filtration und Fiarbung ist unerldBlich, um Flagellaten durch die weitere Priparation nicht
zu zerstoren (HEWES er al., 1984; R. GRADINGER, pers. Mitteilung, AWI-
Bremerhaven). Wenn auch iiber die Notwendigkeit der Fixierung als solcher kein Zweifel
besteht, so mufl die Art der Fixierung weiterhin diskutiert werden. Zum einen konnte
HEWES er al. (1984) nachweisen, daB eine Fixierung von Flagellaten mit Glutaraldehyd
hohere Zellzahlen zur Folge hat als solche mit Formaldehyd. Dabei nahm er die Ergebnisse
der Glutaraldehydfixierung als richtig an, da sie gut mit Ergebnissen einer vergleichenden
Coulterzihlung Ubereinstimmten. Die Fixierung mit Glutaraldehyd soll zudem den
Fluoreszenzverlust der Zellen herabsetzen (CRUMPTON, 1987).

In der hier vorliegenden Arbeit wurde allerdings eine Fixierung mit Formaldehyd
vorgezogen, da TSUJI u. YANAGITA (1981) zeigen konnten, daB weder die Benutzung
von Glutaraldehyd noch von Formaldehyd starke Autofluoreszenzverluste zur Folge haben.
Der Verlust soll nach zweimonatiger Aufbewahrung der Proben im gefrorenen Zustand nur
zehn Prozent ausmachen, und die Autoren gehen von einer maximalen Lagerungszeit von
sechs Monaten aus. Im Gegensatz zu dieser Meinung entstand bei der Auswertung der
BAMBI-Filter der Eindruck zuriickgehender Autofluoreszenz innerhalb von vier Wochen,
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was die Zytometermessungen von fixierten Proben (vgl. 3.1.2) bestitigten. Die fiir diese
Messungen verwendeten Proben wurden allerdings auch nicht im gefrorenen Zustand
aufbewahrt. Glutaraldehyd fiihrt auBerdem zu einem Schrumpfen der Zellen um ca. 30
Prozent innerhalb der ersten 30 Minuten nach der Fixierung (B¢RSHEIM u. BRATBAK,
1987), so daB ein richtiges Ausmessen der Zellen schwierig ist.

Weiterhin spielt die Stirke der Vorfirbung bzw. die Schwirzung der Filter mit
Irgalanschwarz eine ausschlaggebende Rolle bei der Auswertung der Filter. Dabei
schwanken die Angaben lber die Firbedauer zwischen 5 Minuten (WATSON et al., 1977)
und 2 bis 24 Stunden (HOBBIE et al., 1977). Eine ldngere Firbedauer von
durchschnittlich 24 Stunden erwies sich als besonders gut und auf den entsprechenden
Filtern war eine storende Hintergrundfluoreszenz nicht mehr zu beobachten. Im Vergleich
dazu wurden zu Beginn der Arbeit auch fertig vorgefarbte Filter benutzt, doch war bei
diesen Filtern immer eine gewisse Hintergrundfluoreszenz festzustellen und deren
Verwendung wurde daraufhin eingestellt.

Der Vorteil von Firbungen liegt in der Tatsache, daB angefirbte Zellen lange auf den
Filtern sichtbar bleiben und besser voneinander unterschieden werden kénnen. Im Fall von
Proflavin allerdings gibt CARON (1983) zu bedenken, daB dieses Fluorochrom auch
Detritus anfdrbt und so bei der Auswertung Komplikationen auftreten konnen. AuBerdem
zeigte sich in der hier vorliegenden Arbeit, daB es bei groBen Probenvolumina, die mit
entsprechend groBen Mengen Proflavin angefarbt wurden, leicht zu einer Uberfirbung von
Organismen kam. Als Folge davon konnten viele Zellen nicht mehr voneinander
unterschieden werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls bestdtigt
werden, daB mit Proflavin angefdrbte Bakterien innerhalb weniger Sekunden nach
Beleuchtung ausbleichen. Zihlungen so angefarbter Bakterien ergaben immer geringere
Ergebnisse als die der mit DAPI angefirbten Bakterien. Mit Proflavin angefdrbte,
autotrophe Zellen konnten jedoch mehrere Minuten beleuchtet werden, ohne zu verblassen,
so daB sie vermessen werden konnten.

Abschliefiend kann festgestellt werden, daB sich die Anfarbung von Bakterien mit DAPI als
gut erwies und Proflavin sich besonders zur Anfarbung kleinerer Mengen Phytoplankton
eignete. Bei grofen Probenvolumina ist allerdings die Herstellung von
Autofluoreszenzfiltern und Parallelfiltern mit Proflavinfarbung angebracht, um GrdéB8e und
Morphologie der Organismen-richtig erfassen zu konnen.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse
4.2.1 Zytometrie
4.2.1.1 Vergleich der Methoden Zytometrie und Mikroskopie

Der methodische Vergleich zwischen Zytometrie und Mikroskopie erbrachte je nach Art der
untersuchten Proben eine bessere bzw. schlechtere Ubereinstimmung der entsprechenden
Daten. Auffillig war die allgemein gute Ubereinstimmung bei Kulturexperimenten, wobei
die Datensitze, die bei der Aufnahme der Wachstumskurven (s. 3.1.1) enstanden,
Ausnahmen darstellen. In diesem Fall kann allerdings die Benutzung drei verschiedener
Zytometer innerhalb des Versuchzeitraumes als eine der Ursachen angenommen werden.
Eine groBere Bedeutung fiir die schlechte Ubereinstimmung der Daten hatte aber
wahrscheinlich die Konzentrationsbestimmung iiber Referenzpartikel als interne Standards
nach OLSON er al. (1985). Hier =zeigten sich verschiedene Schwierigkeiten. Die
Referenzpartikel neigten innerhalb der Losung dazu, aus der Suspension auszufallen, und so
muBte die Losung vor jeder Entnahme aufgeschiittelt werden. Bei ungleichmaBiger
Resuspendierung konnte es zur Entnahme ungleicher Mengen an Referenzpartikeln
kommen. Daraus ergaben sich Schwankungen der Referenzpartikelkonzentration in den
Proben und somit Schwankungen der daraus berechneten Probenkonzentrationen. Ein
zusatzliches Problem ergab sich bei der Auswertung der Messung auf dem
Computerbildschirm. Trotz Vorbehandlung jeder Probe inklusive der Referenzpartikel mit
Ultraschall liegen nie alle Partikel einzeln in der Losung vor. So tritt also immer ein Teil
der Referenzpartikel in Form von Klumpen mit zwei, drei, vier und mehr Partikeln auf.
Unter diesen Bedingungen werden die Referenzpartikel im Koordinatensystem der
MeBaufzeichnung nicht nur an einer bestimmten Stelle, sondern an mehreren Stellen
aufgezeichnet. Je mehr Partikel in einem Klumpen zusammenhangen, um so groBer ist der
Klumpen und die von ihm emittierte Fluoreszenz und desto héher und weiter rechts liegt ein
von ihm erhaltener MeBpunkt in einem 2-Parameter-Koordinatensystem. Somit werden auf
dem Bildschirm mehrere Mefiwolken fiir die Referenzpartikel aufgezeichnet (s. Abbildung
3.30). Zur korrekten Bestimmung der Anzahl der gemessenen Referenzpartikel muB um
jede dieser MeBwolken ein Fenster gelegt werden und die darin befindlichen MeSpunkte
missen einzeln summiert und mit einem Faktor, der den Grad der Verklumpung darstellt
(bei einem Klumpen mit zwei Partikeln: Faktor 2), multipliziert werden. Es ist relativ
einfach, einzeln und doppelt vorliegende Referenzpartikel voneinander zu unterscheiden,
aber je mehr Partikel einen Klumpen ausmachen, um so schwerer ist ihre Trennung auf dem
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Bildschirm und die Bestimmung des ihnen zugrundeliegenden Verklumpungsgrads. Diese
Problematik hat zwangslaufig eine Unterschitzung der Referenzpartikelkonzentration in der
Probe zur Folge und resultiert somit in einer Fehlbestimmung des gemessenen
Probenvolumens und der eigentlichen Probenkonzentration.

Es ldBt sich also abschlieBend feststellen, daB die Methode nach OLSON er al. (1985)
Fehlern unterliegen muB, was die hier auf diese Weise ermittelten Ergebnisse durch ihre
Ungenauigkeit bestitigen.

Mit dem Injektionsmotor des FLUVO II hingegen ist es ohne umstindliche Berechnungen
moglich, direkt definierte Volumina zu messen. Mit Begrenzung auf 250 ul als groBtes
Volumen werden allerdings oftmals zu wenig Ereignisse erfaBt, wenn die Konzentration in
der Probe zu niedrig ist, so z.B. in den Proben aus 60 bis 100 m Tiefe wihrend
BAMBI '91, in denen im Durchschnitt nur 100 bis 1000 Zellen-ml-! vorlagen. AuBerdem
dehnt sich die MeBzeit bei einem Volumen von 250 ul auf 15 Minuten aus, was aber im
Vergleich zu der Zeit, die fiir die Prdparation und Auswertung eines Filters zur
Mikroskopie benétigt wird, immer noch relativ schnell ist.

Die aus der Benutzung des Motors resultierende bessere Ubereinstimmung der Methoden
Zytometrie und Mikroskopie zeigte sich in den Kulturexperimenten (vgl. 3.1.1, Versuch I).

Im Gegensatz zu der guten Ubereinstimmung der zytometrisch und mikroskopisch
aufgestellten Datensitze bei Kulturen stand die weniger gute Ubereinstimmung der
Freilanddaten (s. 3.1.2).

Die in den oberen 50 m wiahrend BAMBI '91 besonders auffillige Diskrepanz im Falle der
coccalen Cyanobakterien ist einfach zu erkldren. In diesem Bereich der Wassersdule lagen
vorwiegend koloniale oder anderweitig aggregierte coccale Cyanobakterien vor. Ein
Aggregat von z.B. vier Zellen wird im Zytometer als ein MeBereignis registriert, die
mikroskopische Untersuchung dagegen erbringt vier einzelne Zellen. Daraus resultiert
konsequenterweise eine Unterschdtzung der Konzentration durch das Zytometer. Unterhalb
von 50 m Tiefe stimmten die Daten besser (iberein, da dort alle coccalen Cyanobakterien
unizelluldr vorlagen. Diese Ergebnisse entsprechen denen von OLSON et al. (1985), wobei
die Autoren allerdings auf einen Erkldrungsansatz verzichten.

Im Fall des autotrophen Nanoplanktons ergaben sich solche Probleme nicht, da zu dieser
GroBenfraktion hauptsdchlich Flagellaten zédhlten und diese einzeln vorlagen. Hier wurde
eine starke Korrelation zytometrisch und mikroskopisch ermittelter Daten erzielt.

Weitere Vergleiche der Methoden Zytometrie und Mikroskopie sind selten und liefem z.T
unterschiedliche Ergebnisse. LI u. WOOD (1988) fanden in einer Untersuchung bei
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Freilandproben eine starke Korrelation der Daten fiir coccale Cyanobakterien (r = 0,97)
und eine moderate Korrelation fiir kleine eukaryontische, autotrophe Zellen (r = 0,68).
Dabei mufB} beachtet werden, daB es sich bei diesen Korrelationskoeffizienten um Werte aus
einer logarithmischen Transformation handelt. Eine solche Transformation ergibt
erfahrungsgemdl bessere Werte als eine Berechnung, die auf linearen Werten beruht. Im
Falle der eukaryontischen Zellen lagen die Zytometerergebnisse iiber denen der
Mikroskopie. Hier gehen die Autoren davon aus, daB die mikroskopischen Zdhlungen
fehlerhaft waren. Dies konnte durchaus der Fall gewesen sein, da sie bei den
mikroskopischen Untersuchungen zwei Chloroplasten identischer Form, Gr68e und
Fluoreszenz als eine Zelle zdhlten, wenn die Chloroplasten benachbart zueinander lagen. Es
erfolgte jedoch keine Absicherung, ob dieses Vorgehen korrekt war. Diese Problematik
wurde wiahrend BAMBI '91 durch die Parallelfilter mit Proflavinfirbung umgangen.
YUNEV et al. (1990) erhielten bei einem Methodenvergleich fiir Kulturen gute
Ubereinstimmungen von zytometrisch und mikroskopisch ermittelten Daten. Bei der
Messung von Freilandproben ergaben sich jedoch hohere Zellabundanzen durch
zytometrische Messungen sowie eine durchschnittliche Diskrepanz der Methoden von fiinf
Prozent. Eine Erkldrung fir diese Abweichungen wurde von den Autoren allerdings nicht
gegeben. Eventuell war das von ihnen gemessene Probenvolumen von 10 gl zu klein,
allerdings ist bei der angegebenen Standardabweichung von 1 Prozent fiir wiederholte
Messungen deren Richtigkeit anzunehmen. Gute Ubereinstimmung der beiden Methoden fiir
Freilandproben fanden B¢RSHEIM et al. (1989) wihrend der Untersuchung einer
Chrysochromulina-Blite, was den Ergebnissen hinsichtlich der Flagellaten in der hier
vorgestellten Arbeit entspricht. Die Ubereinstimmung wurde schlechter gegen Ende der
Bliite, was die Autoren auf den schlechteren physiologischen Zustand und den Zerfall der
Zellen zuriickfiihrten. Allerdings gaben die Autoren kein Maf fiir die Korrelation der Daten
an, so daB ein Vergleich mit anderen Ergebnissen nicht mdglich ist.

Bei einem Uberblick iiber die bisher aufgefiihrten Untersuchungen und der in dieser Arbeit
vorgestellten Ergebnisse bleibt die Frage, warum die Ubereinstimmung zytometrischer und
mikroskopischer Daten bei Freilanduntersuchungen generell schlechter ist als bei
Kulturuntersuchungen. Zur Beantwortung bieten sich mehrere Moglichkeiten an. Zum einen
muB in Freilandproben zusdtzlich mit chlorophyllhaltigen und folglich fluoreszierenden
Detrituspartikeln gerechnet werden (LI u. WOOD, 1988; YENTSCH u. CAMPBELL,
1991), die von den Zellen nicht immer unterschieden werden und erhohte Zellzahlen
verursachen konnen. Zum zweiten stellte sich innerhalb der hier vorliegenden Arbeit
heraus, daB die Messung eines heterogenen Systems (Freiland) schwieriger ist als die einer
homogenen Losung (Kultur). Wéahrend BAMBI '91 fiihrten z.B. Bruchstiicke von
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Blaualgenfiden immer wieder zu MeBstorungen (z.B. durch kurzfristiges Verstopfen des
MeBlochs) und somit zu Verfilschungen der Ergebnisse.

Weiterhin ergaben sich vielfdltige Schwierigkeiten der MeBdurchfiihrung an Bord von FS
Alkor. Durch unruhige See kam es zu mechanischen Vibrationen, die das Gerdt auf
unterschiedliche Weise beeinflufiten. So unterlag unter solchen Bedingungen die Halterung
der Quecksilberbogenlampe leichten Vibrationen und der auf das MeBloch gerichtete
Lichtstrahl wurde geringfiigig nach rechts oder links ausgelenkt. Als Folge wurden nicht
alle Partikel innerhalb des Probenstrahls mit der gleich starken Lichtmenge angeregt und
wiesen deshalb unterschiedlich starke Emissionen auf. Bei der MeBaufzeichnung auf dem
Computerbildschirm fiihrte dieses Phdnomen zu stirker streuenden MeBpunkten innerhalb
einer Population und zu daraus resultierenden MiBlinterpretationen der Messung. Die
Vibrationen bei stirkeren Schwankungen des Schiffes kdnnen im weiteren auch einen
unstetigen FluB des Probenstrahls und der Mantelfliissigkeit verursachen und eine fast
unmerkliche Verstellung der Mikrometerschrauben, mit denen die MeBkammer und damit
das MeBloch justiert bzw. zentriert werden, zur Folge haben. Deswegen ist es fiir die
angestrebte  Vergleichbarkeit einzelner Messungen unerldfilich, Eichungen mit
Referenzpartikeln in regelmaBigen Abstinden zu wiederholen. Schwankungen im Stromnetz
wirkten sich ebenfalls ungiinstig auf die zytometrische Messung aus. Sie verursachten ein
Flackemn der Lampe und damit die oben beschriebenen Folgen. AuBerdem waren sie der
Grund fiir ein unregelméBiges Arbeiten der Membranpumpe, die dann wiederum die
Mantelfliissigkeit ungleichmaBig antrieb.

Einen weiteren mechanischen Angriffspunkt stellt die MeBkammer dar. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden MeBkammern verschiedenartiger Konstruktion beziiglich des MeBlochs
benutzt. Das MeBloch ist entweder in eine kleine Saphirplatte eingebohrt, die dann in den
Boden der MeBkammer eingeklebt ist, oder befindet sich direkt im Boden der MeBkammer,
welcher aus einem bestimmten Kunststoff besteht. Der Vorteil einer "Saphirkammer"” ist die
genauere Bohrung des MeBlochs und die Moglichkeit, allgemein kleinere Locher zu bohren.
Der Nachteil dieser Konstruktion ist jedoch die Ablosung des Klebstoffes und damit der
Saphirplatte vom Boden der Kammer. Die Folge ist eine Undichtigkeit und das Eindringen
von Luft in das MeBsystem, die sich dem FluB des Probenstrahls in Form kleiner, durch das
MeBloch aufsteigender Blasen entgegenstellt und damit zu Storungen fiihrt.
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4.2.1.2 Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der Zytometermessungen

Fiir die hochstmogliche Genauigkeit quantitativer Messungen des FLUVO 1II ergaben die
hier vorliegenden Ergebnisse einen Probenkonzentrationsbereich von 1-109 bis 1-106
Zellen-ml-! (vgl. 3.2.1 und 3.2.2). Innerhalb dieses Bereiches kann mit DurchfluBraten von
200 bis 300 Zellen's-! im Vergleich zu mikroskopischen Daten quantitativ genau gemessen
werden. Zudem stellte sich dieser Konzentrationsbereich fiir die hohe Reproduzierbarkeit
aufeinanderfolgender Messungen als optimal heraus. Dieser Bereich grofiter
Ubereinstimmung zytometrisch und mikroskopisch ermittelter Daten liegt jedoch héher als
der von LEGNER (1990) angegebene Bereich von < 2,5-109 Zellen-ml-1. Allerdings
nennt der Autor nicht das fiir seine Untersuchungen verwendete Zytometer. Der in der
vorliegenden Arbeit ermittelte, optimale Konzentrationsbereich fiir das FLUVO II stimmt
gut mit der von vielen Autoren zur Benutzung eines Zytometers angegebenen
Minimalkonzentration iberein, ndmlich 105 bis 107 Zellen-ml-! (OLSON, 1985;
PHINNEY u. CUCCI, 1989). BURKILL (1987) setzt diesen Bereich mit 5-104 bis 5-106
Zellen-ml-! etwas niedriger an.

Die Verdiinnungsexperimente (vgl. 3.2.1) ergaben nicht nur Hinweise auf den optimalen
Konzentrationsbereich des FLUVO 11, sondern zeigten auch, daB bei der Préparation von
Filtern fiir die mikroskopische Z&hlung ebenfalls ein bestimmter Konzentrationsbereich zu
beachten ist. Die Tatsache, daB in den niedrigen Verdiinnungsstufen (1:1, 1:5, 1:10, 1:50,
1:100) durch die Zytometrie eine hohere Endkonzentration ermittelt wurde, zeigt, da3 zu
dicht auf den Filtern liegende Zellen zu Unterschdtzungen fithren kdnnen. Wahrscheinlich
neigt die zihlende Person dazu, bei sehr dicht belegten Filtern, Zellen, insbesondere solche
mit geringer Fluoreszenz, innerhalb des MefBgitters zu iibersehen. Ferner konnen in einem
solchen Fall Zellen auf den Filtern iibereinander liegen, was nicht immer zu erkennen ist.
Das Zytometer kann also genauer sein, wenn Filter von zu stark konzentrierten Proben
hergestellt wurden. Aus den Verdiinnungsstufen 1:200 und 1:1000 ergaben sich die
héchsten durch die Mikroskopie ermittelten Zellkonzentrationen und Zytometer- und
Mikroskopdaten stimmten am besten iiberein (= optimaler Konzentrationsbereich fiir das
FLUVO II). Allerdings ergab sich bei zu hohen Verdiinnungen (1:1000) wiederum eine
Abweichung der Ergebnisse. Da bei so stark verdiinnten Proben die Zellen auf dem Filter
stark streuen, die Zellzahl pro Mefgitter sehr gering ist und meist weniger als 100
Ereignisse gezihlt werden (Zédhlfehler = + 30 %; VENRICK, 1978), kann es hier auch zu
Uber- und Unterschitzungen der Konzentration durch die Mikroskopie kommen. Dieses
Problem kann durch Filtration entsprechend groBer Probenvolumina umgangen werden.
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Somit ist der Mikroskopie keine interne Grenze gesetzt. Bei einem Zytometer hingegen ist
das meBbare Probenvolumen durch die MeBdauer begrenzt (die Messung von 1 ml Probe
dauvert durchschnittlich eine Stunde). Der Vorteil der Zytometrie liegt allerdings in dem
duperst geringen statistischen Fehler, da in jeder Messung sehr viel mehr Ereignisse gezahlt
werden als auf einem Filter.

Weiter geht aus Ergebnissen der Ultraschall- und Detergensversuche (vgl. 3.2.2) hervor,
daB der optimalen Konzentrationsbereich von groBerer Bedeutung ist als die verschieden-
artige Probenvorbehandlung. Die Messung im optimalen Konzentrationsbereich
(Experiment IIT) lieferte genauere Ergebnisse als im ungiinstigen Bereich mit zusétzlicher
Vorbehandlung der Probe (Experiment IV). Doch 106st die Einhaltung des richtigen
Konzentrationsbereiches nicht grundsitzlich das Problem der Zellaggregation und der damit
verbundenen Unterschidtzung durch das Zytometer.

Der bei den unterschiedlichen Behandlungsarten gewiinschte Effekt - Auflésung von
Zellklumpen und folglich Steigerung der gezihlten Ereignisse pro Volumen - war durch
Ultraschallbehandlung besser zu erreichen als durch Detergenzienzugabe. Es ist nicht
eindeutig gekldrt, inwiefern Detergenzien auf die Struktur der behandelten Zellen
einwirken. Eventuell fithren sie zu Lysis derselben (BURKILL, 1987; BOUCHER et al.,
1991). Die Cyanobakterien, die im Zuge dieser Experimente untersucht wurden, zeigten
allerdings im mikroskopischen Erscheinungsbild keinerlei Schiadigungen. WATERBURY et
al. (1986) stellten fiir Synechococcus sp. ebenfalls eine extreme Resistenz gegeniiber
mechanischer Einwirkung fest. Diese Organismen sind wahrscheinlich gegeniiber
mechanischen und chemischen Einflissen unempfindlicher als eukaryontisches
Phytoplankton.

Die bisher diskutierten Ergebnisse beziehen sich nur auf Experimente mit Kulturen.
Ahnliche Versuchsansitze mit Ultraschall- und Detergensbehandlung miiften mit
Freilandproben durchgefiihrt werden, um auch in einem heterogenen System eine Aussage
liber die Genauigkeit der Zytometrie machen zu kdnnen.

4.2.2 Wachstumsphysiologie verschiedener Syrnechococcus-Stimme
4.2.2.1 Wachstumsraten
Die Ahnlichkeit der unter 3.3.1 beschriebenen Wachstumskurven, der daraus ermittelten

Wachstumsraten sowie die vergleichbaren maximalen Zellabundanzen in der stationiren
Phase machen deutlich, daB die verschiedenen Stimme KB9001, KB9002 und WH7803
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dhnliche Wachstumseigenschaften unter den gegebenen Kulturbedingungen aufwiesen. Es ist
deshalb anzunehmen, daf alle Stimme sich an die vorgegebenen Kulturbedingungen wie
Licht, Temperatur usw. angepaBt hatten, da sie unter den gleichen Bedingungen zuvor
schon sechs bis zwolf Monate kultiviert wurden. Die hier ermittelten Wachstumsraten von
ca. 0,26 Teilungen pro Tag liegen um 50 Prozent unter den von BARLOW u. ALBERTE
(1985) fir WH7803 angegebenen Werten. Die Autoren erhielten mit 0,59 Teilungen pro
Tag maximale Wachstumsraten bei einer Lichtintensitit von 25 pE-m-2-s-1, und bei einer
Lichtintensitit von 10 xE-m-2-s-! bestimmten sie mit 0,24 Teilungen pro Tag Raten, die
mit den hier vorgestellten Ergebnissen vergleichbar sind. Erstaunlicherweise lagen die in
den Versuchen I und II (s. 3.3.2.) ermittelten Wachstumsraten des Stammes WH7803 iiber
denen des vorherigen Experimentes. Im Versuch II wurde mit einer Wachstumsrate von
0,55-d-1 ein Wert erreicht, der unter den gegebenen Bedingungen einen Maximalwert
darstellt (BARLOW u. ALBERTE, 1985). Warum die ibrigen vergleichbaren Ansitze
(Wachstumskurve WH7803, s. 3.3.1 und Kontrolle des Versuchs I, s. 3.3.2) grundsétzlich
schlechter wuchsen, konnte nicht eindeutig gekldrt werden. Innerhalb des gesamten
Zeitraums, in dem diese Experimente stattfanden, kam es allerdings zu einem Einbruch
aller Kulturen. Dieser ca. dreiwdchige Einbruch, der sich in sehr langsamen Wachstum und
hoher Empfindlichkeit der Kulturen gegeniiber Stérungen duBerte, fand zwischen der
Aufnahme der Wachstumskurven bzw. der Ausfiihrung des Versuchs I und der Ausfiihrung
des Versuchs II statt. Diese Unterbrechung des normalen Kulturverlaufs kénnte der Grund
fiir die unterschiedlichen Wachstumsraten sein.

Im Gegensatz dazu stehen die von MORRIS u. GLOVER (1981) und ITURRIAGA u.
MITCHELL (1986) ermittelten Wachstumsraten, die bei 1,3 bis 2,3 Teilungen pro Tag
liegen. JOCHEM (1990a) bestimmte fiir Synechococcus sp. in der Kieler Bucht
Wachstumsraten zwischen 0,13 und 1,66 Teilungen pro Tag. An dieser Stelle dridngt sich
allerdings die Frage nach der Vergleichbarkeit solcher Daten auf. Selbst wenn die meisten
Autoren mit dem Stamm WH7803 arbeiten, miissen doch verschiedene Kulturbedingungen
(z.B. unterschiedliche Medien und Temperaturen) und die jeweilige Vorgeschichte der
Kultur bedacht werden (GLIBERT et al., 1986).

Die hier vorgestellten Ergebnisse lassen abschliefend ein sehr hohes Wachstumspotential
von Synechococcus sp. annehmen.
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4.2.2.2 Verdnderung der Pigmenteigenschaften des Synechococcus-Stamms WH7803 unter
Nitrat- und Lichteinschrinkung

Eine umfassende Betrachtung der Ergebnisse der Versuche I und II muB zu dem SchluB
fihren, daB die Anpassungsfahigkeiten des Synechococcus-Stamms WH7803 in Hinsicht auf
verschiedene Nitrat- und Lichtbedingungen sehr vielfdltig sind. Generell {iberlebten die
Zellen in allen Ansdtzen Versuchszeitriume von bis zu sieben Wochen.

Die Adaptation des Stammes WH7803 an sehr niedrige Lichtintensititen (hier:
2,2 puE-m~2-s71) bestand in der Zunahme der relativen Chlorophylifluoreszenz und damit
der Chlorophyllkonzentration pro Zelle. Dies ist gleichbedeutend mit einer G6Benzunahme
der photosynthetischen Einheit oder mit der steigenden Anzahl photosynthetischer Einheiten
pro Zelle (PERRY et al., 1981; BARLOW u. ALBERTE, 1985). Zunehmender
Pigmentgehalt bei geringen Lichtintensititen ist charakteristisch fiir phototrophe
Organismen und wurde sowohl bei Cyanobakterien (VIERLING u. ALBERTE, 1980;
PREZELIN e al., 1986) als auch bei anderem Phytoplankton beobachtet (PERRY et al.,
1981; RIVKIN et al., 1982; HARDING et al., 1983; GALLAGHER et al., 1984). Der
erhohte Chlorophyllgehalt pro Zelle erlaubt es der Kultur also, unter solchen Bedingungen
zu iberleben. Die Zellen waren zwar nicht mehr zur Teilung fdhig, konnten aber die
Zellkonzentrationen konstant halten. Die Anpassung an ein Uberleben unter starker
Lichteinschrinkung war dabei nur insofem von der zur Verfiigung stehenden
Nitratkonzentration abhdngig, als daB das AusmaB des Chlorophyllaufbaus mit
zunehmender Nitratmenge anstieg. Eine hinreichende Stickstoffversorgung scheint demnach
den Prozess der Photoadaptation zu fordemn.

Die Tatsache, daB der Stamm WH7803 in der Lage war, den zelluliren Chlorophyligehalt
unter Lichtreduktion um mehr als das Doppelte zu steigern, ist konform mit zahlreichen
Berichten, wonach Synechococcus sp. im allgemeinen an geringere Lichtintensitdten und
damit an groBere Tiefen angepaBt ist. So konnten MORRIS u. GLOVER (1981) und
BARLOW u. ALBERTE (1985, 1987) in Kulturexperimenten zeigen, daf der Stamm
WH?7803 bei Lichtintensititen von 100 bis 150 ;LE-m‘z-s‘1 einer Photoinhibition unterlag.
MURPHY u. HAUGEN (1985) beobachteten Abundanzmaxima natiirlicher Vorkommen
von Synechococcus sp. am Boden der euphotischen Zone. Hier soll Synechococcus sp. an
die gegebenen Bedingungen aufgrund der Verfiigbarkeit des Pigmentes Phycoerythrin
besonders gut angepaBt sein, da Phycoerythrin griines Licht maximal absorbiert. Somit
kénnen diese Organismen den in groBere Tiefen eindringenden Lichtanteil besser nutzen
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(ALBERTE et al.,, 1984; WOOD, 1985; GLOVER et al.,, 1986b). Zudem zeigten
GLOVER et al. (1985), daB Oberflichenpopulationen eine geringere photosynthetische
Kapazitit besitzen als Populationen in groBeren Tiefen. KANA u. GLIBERT (1987a, b)
gelang es aber, den Stamm WH7803 bei hinreichender Versuchszeit an Lichtintensititen
von bis zu 2000 uE-m-2-s-] anzupassen. Zudem wurden im Freiland auch
Oberflachenmaxima von Synechococcus sp. gefunden (WATERBURY e al., 1979, 1986;
JOHNSON u. SIEBURTH, 1979; OLSON et al., 1985; JOINT u. POMRQOY, 1986;
JOCHEM, 1988; BURKILL et al., im Druck; JOCHEM et al., im Druck).

Die Annahme einer Langzeitanpassung an "uniibliche" Bedingungen (KANA u. GLIBERT,
1987a, b) konnte auch die Erklarung dafiir sein, daB in den Hellansitzen mit einer
Nitratkonzentration von 5 bis 30 gmol-I"l, was in der Natur guten
Wachstumsvoraussetzungen entspricht, trotzdem ein Abbau von Chlorophyll erfolgte,
obwohl in der entsprechenden Hellkontrolle eine Zunahme zu verzeichnen war. Hier
konnten sich die Zellen an die durch die ASW-Rezeptur vorgegebene, sehr hohe
Nitratkonzentration (6800 umol-1-1) iiber die zuvor langfristige Kultivierung auf diesem
Medium angepafit haben. Somit entspriache eine Nitratreduktion auf 5 bis 30 ymol-l'1 fir
diese Kultur einer erheblichen Nitratverarmung und die daraus resultierenden Ergebnisse
lassen sich nicht auf dhnliche Nitratkonzentrationen in der Natur {bertragen. Da
Chlorophyll genau wie Phycoerythrin Stickstoff enthélt, wire ein Abbau dieses Pigmentes
gleichbedeutend mit einer Mobilisierung von Stickstoff. Zudem brichte unter den
gegebenen Bedingungen eine Zunahme des Chlorophyllgehaltes und damit eine hohere
Fixierung von Kohlenstoff keinen Vorteil, da Stickstoff wegen der zuvor an hohe
Nitratkonzentrationen angepafiten Aufnahme-Kinetik nicht schnell genug nachgeliefert
werden konnte. Eine mit Nitratarmut verbundene Chlorophyllabnahme wurde ebenfalls von
GLIBERT et al. (1986) beobachtet.

Die Annahme, da Phycoerythrin fiir Synechococcus sp. einen Stickstoffspeicher darstellt,
der bei Stickstoffmangel mobilisiert bzw. abgebaut wird (KURSAR et al., 1981; BARLOW
u. ALBERTE, 1985; WYMAN et al., 1985), konnte durch den Versuch II nicht bestitigt
werden. Statt einer Abnahme wurde in allen Ansdtzen eine Zunahme dieses Pigments auf
zelluldrer Basis registriert. GLIBERT er al. (1986) fanden innerhalb einer vergleichenden
Untersuchung fiir WH7803 stagnierende Zellkonzentrationen bei Stickstoffmangel und keine
Verdnderung des Phycoerythringehaltes. Bei diesen Experimenten wurde jedoch nur ein
zweitdgiger Stickstoffmangel herbeigefiihrt, danach erfolgte eine Nitratzugabe. Da in dem
hier vorgestellten Experiment eine fiinftigige lag-Phase und dann erst eine Veranderung im
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Phycoerythringehalt der Zellen beobachtet wurde, mufl davon ausgegangen werden, daf}
diese Autoren ihr Experiment zu friih abgebrochen haben.

Aufgrund der vielfaltigen Beobachtungen vieler Autoren und der aus diesem Experiment
hervorgehenden Ergebnisse kann angenommen werden, da ein Hinweis fiir die globale
Verbreitung und Dominanz von Synechococcus sp. in der Anpassung an unterschiedlichste
Bedingungen besteht. Dabei fordern bestimmte Voraussetzungen, z.B. ein iber einen
langeren Zeitraum geschichteter Wasserkdrper, die Manifestierung der jeweiligen
Anpassung (JOINT, 1986).

Diese Experimente zeigen aulerdem, daB eine Verdnderung im Pigmenthaushalt einer Zelle
mit der Durchfluzytometrie qualitativ und quantitativ erfalbar ist.

4.2.3 Entwicklung des autotrophen Pico- und Nanoplanktons von Mai bis September in der
Kieler Bucht

Beziiglich der Nidhrsalze ergab sich zu Beginn des Untersuchungszeitraums (Mitte Mai) auf
beiden Stationen eine dhnliche Verteilung. Wéhrend simtliche Néhrsalze an der Oberfliache
(2 m) verarmt waren, lagen in 15 m Tiefe noch alle Nihrsalze in héheren Konzentrationen
vor, und Nitrat war mit 3,0 gmol-I-l fiir die Phytoplanktongemeinschaft noch nicht
limitierend. Auch JOCHEM (1990a) berichtete iiber im Vergleich zur Oberfliche héhere
Nitratkonzentrationen im Tiefenwasser der Kieler Bucht wihrend des Sommers.

Aufgrund der folgenden Verarmung an Nitrat auf der Station "Kieler Bucht" in 15 m Tiefe
muB} ab Anfang Juni Ammonium als hauptsdchliche Stickstoffquelle angenommen werden,
dessen Konzentration bis auf ein Minimum Mitte Juli immer zwischen 1,0 und 1,9 ;;mol-l‘1
lag. Auch JOCHEM (1988, 1989) konnte zeigen, daB Stationen in der Kieler Bucht
zwischen Mai und September nitratverarmt sind und Ammonium als Stickstoffquelle zur
Verfiigung steht. An der Oberfldche allerdings, wo Ammonium auf beiden Stationen mit
< 0,1 pmol-1-1 vorlag, miissen andere Stickstoffquellen in Erwigung gezogen werden. So
wies JOCHEM (1990a) auf die mogliche Bedeutung von Hamnstoff und freien Aminosduren
hin,

Der Unterschied der hier untersuchten Stationen beziiglich der Ndhrsalze in 15 m Tiefe
konnte in der kiistennahen Lage der Station "Boknis Eck" begriindet und ein damit
verbundener allochthoner Néhrsalzeintrag konnte fiir die hoheren Konzentrationen
verantwortlich sein. Das bessere Nahrsalzangebot in 15 m Tiefe auf der Station "Boknis
Eck" konnte von der Phytoplanktongemeinschaft allerdings nur z.T. in eine entsprechend
hohere Biomasse und Produktivitit umgesetzt werden. Hinsichtlich der Zellabundanzen des
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autotrophen Pico- und Nanoplanktons lief sich kein bedeutender Unterschied zwischen den
beiden Stationen feststellen. Somit muf} also auf der Station "Boknis Eck" innerhalb des
Untersuchungszeitraums ein anderer Faktor als Nitrat limitierend gewesen sein.

Die durchschnittlichen Chlorophyllkonzentrationen von 0,5 bis 4,0 pg-l-l zeigten eine
relativ gute Ubereinstimmung mit Ergebnissen fritherer Untersuchungen. GALVAO (1990)
fand in den Monaten Mai bis August auf den gleichen Stationen Chlorophyllkonzentrationen
von ca. 1,0 bis 2,5 pg-1-1. Die entsprechenden Werte bei JOCHEM (1988, 1989) lagen mit
ca. 2,0 bis 4,0 ug-1-1 im gleichen Bereich. Auch das Mitte Juli auftretende Maximum des
Gesamtchlorophylls wurde durch diese Untersuchungen bestétigt.

Beziiglich des Chlorophylls dominierte das Nanoplankton zu Beginn der hier vorgestellten
Untersuchung, nahm mit der Zeit aber zugunsten der > 20 um-Fraktion ab. JOCHEM
(1989) berichtete andererseits fiir Stationen in der Kieler Bucht iiber eine durchgehende
Dominanz des Nanoplanktons von Mai bis September mit einem Anteil am
Gesamtchlorophyll von 40 bis 90 Prozent. Auch MOIGIS (1983) nahm fiir die typische
Sommersituation in der Kieler Bucht eine Dominanz des Nanoplanktons an. Der von
JOCHEM (1989) festgestellte parallele Verlauf des Nanoplanktonanteils zum
Gesamtchlorophyll konnte ebenfalls nicht nachvollzogen werden. Stattdessen traf dies auf
den Anteil des Mikroplanktons (> 20 pm) zu.

Der Anteil des Picoplanktons am Gesamtchlorophyll stimmte mit bis zu 20 Prozent relativ
gut mit den entsprechenden Ergebnissen von JOCHEM (1988, 1989) iiberein, der ebenso
einen durchschnittlichen Anteil von 20 Prozent fiir den gleichen Zeitraum ermittelte. Davon
wich nur die Station "Boknis Eck" in 2 m Tiefe ab, wo das Picolankton 15 bis 60 Prozent
des Gesamtchlorophylls ausmachte. Auch THRONDSEN (1979) fand im Oslofjord mit 50
Prozent eine stirkere Beteiligung der < 5 pm-Fraktion am Gesamtchlorophyll.

Gute Ubereinstimmungen mit friiheren Studien (JOCHEM 1989; 1990a) ergaben sich fiir
die Primdrproduktion hinsichtlich des Produktionsmaximums Mitte Juli, doch war die
Bedeutung des Picoplanktons in der hier vorgestellten Untersuchung mit einem bis zu
80prozentigen Anteil an der Gesamtprimdrproduktion um mehr als das achtfache hoher.
Entsprechende Untersuchungen in anderen Kiistengebieten der Ostsee fiihrten LARSSON u.
HAGSTROM (1982) durch und fanden einen Anteil des Picoplanktons an der
Primédrproduktion von iiber 25 Prozent, der auffallend gering war. Allerdings wiesen die
Autoren darauf hin, daB sie einen mit steigender Anzahl der Fraktionierungsstufen
zunehmenden Verlust in der jeweiligen Fraktion feststellten. Einen Anteil von 15 bis 89
Prozent der < § um-Fraktion an der Primérproduktion ermittelte THRONDSEN (1978) im
Oslofjord. Am Eingang des Golfs von Finnland wurde eine Beteiligung der Fraktion
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< 3 um an Gesamtbiomasse und Gesamtprimdrproduktion zwischen 47 und 50 Prozent
ermittelt (KUPARINEN, 1984; HUTTUNEN u. KUPARINEN, 1986). Im allgemeinen
scheint der Anteil des Picoplanktons an der Gesamtprimdrproduktion in kiistennahen
Gebieten kleiner zu sein als in Gebieten des offenen Ozeans JOCHEM, 1989).

Ein besonders auffdlliger Unterschied zu fritheren Studien im gleichen Gebiet JOCHEM
1988, 1989, 1990a) war die Tatsache, daB das Picophytoplankton ausschlieBlich aus
coccalen Cyanobakterien bestand. JOCHEM (1988, 1989) fand innerhalb des
Picophytoplanktons immer eukaryontische, autotrophe Zellen, deren Anteil allerdings von
Mai bis September stark abnahm. Mitte August konnten die coccalen Cyanobakterien sogar
98 Prozent des Picoplanktons ausmachen. Doch war die bei diesen Untersuchungen
entsprechende Grdfenklasse als < 3 pm definiert und die jeweiligen ZellausmaBe wurden
nur iiber Autofluoreszenzfilter bestimmt. Es kann also in diesen Untersuchungen aufgrund
der unter 2.2.2.3 und 4.1.4 beschriebenen Uberlegungen zu einer Unterschitzung der
ZellausmaBe und damit einer Zuordnung bestimmter Zellen in die falsche Fraktion
gekommen sein. Fiir andere Meeresgebiete scheint das Vorkommen von eukaryontischen,
autotrophen Zellen innerhalb des Picoplanktons allerdings typisch zu sein (MURPHY u.
HAUGEN, 1985; GLOVER, 1986a; GRADINGER u. LENZ, 1989; JOCHEM et al., im
Druck; JOCHEM u. ZEITZSCHEL, im Druck).

Auf eine sehr ausgeprigte Dominanz der coccalen Cyanobakterien innerhalb des
Picoplanktons in zwei Brackwassergebieten im Mittelmeer wiesen ebenfalls ANDREOLI et
al. (1989) hin.

Die absoluten Zellabundanzen des autotrophen Pico- und Nanoplanktons unterschieden sich
von denen vorangegangener Arbeiten. GALVAO (1990) bestimmte auf der Station "Kieler
Bucht" Abundanzen der coccalen Cyanobakterien von 50-106 bis 380-106 Zellen-1-1 und
auf der Station "Boknis Eck" 80-100 bis 210-100 Zellen-1-l, wobei immer
Oberflichenmaxima vorlagen. Letzteres entsprach zwar ab Mitte Juli den hier aufgezeigten
Ergebnissen, doch die Abundanzen der coccalen Cyanobakterien mit maximal
80-106 Zellen-1-1 lagen immer unter denen von GALVAO (1990). JOCHEM (1988, 1990a)
fand fiir coccale Cyanobakterien in der Kieler Bucht im Sommer 1986 Populationsmaxima
von 8-106 und 150-106 Zellen-1-1 und im Sommer 1989 auf der Station "Boknis Eck" ein
Maximum von 150-100 Zellen-1-1. Dabei handelte es sich im Sommer 1986 um ein
Oberflichenmaximum, wohingegen das Maximum im Sommer 1989 unterhalb der
Oberfliche lag. In beiden Fillen wurde das Abundanzmaximum der coccalen
Cyanobakterien im Zeitraum Juli/ August beobachtet, was den hier vorgestellten
Ergebnissen nahe kommt. Sehr viel niedrigere Abundanzmaxima coccaler Cyanobakterien
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in Brackwassergebieten des Mittelmeeres fanden ANDREOLI er al. (1989) mit 10-106 bis
18-106 Zellen-1-1,

Die iiber den gesamten Untersuchungszeitraum auf beiden Stationen und in beiden Tiefen
zunehmenden Abundanzen der coccale Cyanobakterien korrelierten mit einem
Temperaturanstieg von 9 bis 11 °C auf ca. 19 °C in 2 m Tiefe und von 6 bis 9 °C auf 15
bis 18 °C in 15 m Tiefe. Diese parallele Entwicklung konnte ebenso in frilheren
Untersuchungen von JOCHEM (1987, 1988) festgestellt werden. Bei diesen
Untersuchungen korrelierten die Abundanzmaxima der coccalen Cyanobakterien mit einer
Temperatur zwischen 17 und 20 °C. Auch KREMPIN u. SULLIVAN (1981) und
MURPHY u. HAUGEN (1985) wiesen auf die signifikante positive Korrelation coccaler
Cyanobakterien und Temperatur hin.

Die coccalen Cyanobakterien waren mit durchschnittlichen Ausmafen von 0,78-
1,56 x 0,55-0,78 um kleiner als die der vergleichbaren Untersuchungen. JOCHEM (1988)
beschrieb fiir die Kieler Bucht coccale Cyanobakterien mit einer GroBe von bis zu
1,0 x 2,5 pm und KUOSA (1988) gab fiir die entsprechenden Zellen im Golf von Finnland
0,5 x 1,5und 0,5-1,5 x 0,7-2,5 um als AusmaBe an.

Beziiglich der autotrophen Flagellatenarten, die in der hier vorliegenden Studie nur fiir den
Monat Mai untersucht wurden, zeigten sich im Vergleich zu fritheren Untersuchungen
ebenfalls Unterschiede. So fand JOCHEM (1990b) auf einer vergleichbaren Station in der
Kieler Bucht die Arten Micromonas sp. und Nephroselmis pyriformes nicht im Mai, sondern
erst ab Juli. Die Befunde fiir Chrysochromulina sp. und Pseudopedinella sp. stimmten
hingegen iiberein.

Hinsichtlich der Abundanzen des autotrophen Nanoplanktons - also hauptsichlich der
Flagellaten - zeigte sich auf den beiden Stationen "Kieler Bucht” und "Boknis Eck" kein
besonders auffallender Unterschied. Dies entspricht den Untersuchungen von GALVAO
(1990) auf den gleichen Stationen und in den gleichen Tiefen. Bei dieser Studie ergaben
sich in 2 m Tiefe auf beiden Stationen Mitte Juni Abundanzmaxima pigmentierter
Nanoflagellaten mit ca. 5,5-106 bis 6,0-106 Zellen-1-1, Dieser Zeitpunkt stimmt mit den
hier vorgestellten Ergebnissen iiberein, doch wurden mit 30-106 Zellen-1-1 ("Kieler Bucht",
2 m) und 26-106 Zellen-1-! ("Boknis Eck", 2 m) sehr viel hohere Zellabundanzen ermittelt.
Ein dhnlicher Unterschied der beiden Studien ergab sich auch fiir die Tiefe von 15 m.
Wihrend GALVAO (1990) in dieser Tiefe auf der Station "Kieler Bucht" einen leichten
Anstieg der Zellabundanzen von < 1-106 auf 3-106 Zellen-1'! von Mai bis August
feststellte, fielen die Abundanzen im Sommer 1991 (diese Studie) kontinuierlich von 22- 106
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auf 10-106 Zellen-1-1 ab, lagen aber wiederum héher. In der entsprechenden Tiefe auf der
Station "Boknis Eck" wiesen die Nanoflagellaten mit gleichbleibenden Abundanzen von
< 1-106 Zellen-I"l wahrend der Untersuchung von GALVAO (1990) keine zeitliche
Entwicklung auf, was der abnehmenden Konzentration von 28-106 auf 5-106 Zellen-1-! im
Sommer 1991 widerspricht. JOCHEM (1990a) ermittelte im Sommer 1989 fiir die Kieler
Bucht ebenfalls niedrigere Abundanzen fiir autotrophe Nanoflagellaten der GroBenfraktion
3-5 um. Mit 1,0-106 bis 1,5-106 Zellen-I-l im Juli und einem darauffolgenden
Abundanzmaxima von 5-100 Zellen-I-l ahnelten diese Zahlen der Untersuchung von
GALVAO (1990).

Aus dem Vergleich der hier diskutierten Ergebnisse mit denen vorangegangener Studien
(SMETACEK, 1975; SMETACEK et al., 1984; JOCHEM, 1987) geht hervor, da mit
dem Zeitraum von Mai bis September die fiir die Kieler Bucht typische Sommersituation
(= Stadium III; SMETACEK et al., 1984) erfait wurde. Die Friihjahrsbliite und damit das
primdre Biomasse- und Produktionsmaximum des Mikrophytoplanktons ist typisch fiir die
Monate Mirz und April (= Stadium I; SMETACEK et al., 1984) und wurde somit nicht
beriicksichtigt. Die Herbstsituation mit einer weiteren typischen Dominanz des
Mikrophytoplanktons durch grofere Dinoflagellaten (= Stadium IV; SMETACEK et al.,
1984; JOCHEM, 1987) wurde ebenfalls nicht mehr erfafit.

Die Sommersituation der Kieler Bucht ist gekennzeichnet durch die untergeordnete Rolle
des Mikrophytoplanktons und die Dominanz des autotrophen Nano- und Picoplanktons, was
innerhalb der hier vorgestellten Arbeit im Sommer 1991 fiir den Zeitraum Mai bis Mitte
Juli nachvollzogen werden konnte. Danach nahm allerdings die Bedeutung des
Mikrophytoplanktons im Zusammenhang mit der leicht ansteigenden Nitratkonzentration
von 0,2 auf 1,0 gmol-I-1 frither als erwartet zu. Die bis Mitte Juli typische Dominanz der
kleineren Fraktionen steht im engen Zusammenhang mit den durch die Friihjahrsbliite stark
reduzierten Nahrsalzkonzentrationen (JOCHEM, 1987). Unter diesen Voraussetzungen
haben kleine Organismen aufgrund ihres geringen Verhidltnisses von Volumen zu
Oberfldche hinsichtlich der Aufnahmekinetik Vorteile gegeniiber groBerem Phytoplankton
(PARSONS et al., 1984; FOGG, 1987). Ein weiterer Vorteil des Picoplanktons besteht in
der Moglichkeit, Ammonium als Stickstoffquelle zu nutzen (JOCHEM, 1987). Die
bevorzugte Aufnahme von Ammonium gegeniiber Nitrat durch Picoplankton konnten auch
HARRISON u. WOOD (1988) feststellen. Auch wird die Mdglichkeit der N5-Fixierung fiir
Synechococcus sp. diskutiert. Das Vorhandensein des dazu bendtigten Enzyms Nitrogenase
konnte bereits von McCARTHY (1980) nachgewiesen werden und MITSUI et al. (1986)
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berichteten iiber N,-Fixierung bei marinen Synechococcus sp. PHLIPS et al. (1989)
konnten bei dem Synechococcus-Stamm BGO!1 ebenfalls eine N,-Fixierung nachweisen,
doch schien den Autoren die dkologische Bedeutung nicht besonders grof zu sein.

Wihrend des Sommers 1991 beruhte also die Struktur und Dynamik der
Phytoplanktongemeinschaft in der Kieler Bucht wahrscheinlich auf regenerierter Produktion
im Sinne von DUGDALE u. GOERING (1967), was friiheren Untersuchungen im gleichen
Gebiet entspricht (SMETACEK et al., 1984; JOCHEM, 1987).

Der Literaturvergleich filhrt somit zu dem SchluB, daB Absolutzahlen, wie z.B.
Zellabundanzen der coccalen Cyanobakterien, nicht immer gleich sind und die Entwicklung
der einzelnen Fraktionen durchaus von Jahr zu Jahr unterschiedlich sein kann. Auch
JOCHEM (1990a) wies darauf hin, daB sich innerhalb zweier Studien in den Jahren 1986
und 1989 die maximalen Abundanzen der coccalen Cyanobakterien um 100 Prozent
unterschieden. Die sommerliche Pico- und Nanoplanktongemeinschaft der Kieler Bucht
kann also interne Schwankungen (Verschiebung der Abundanzmaxima, Schwankungen der
Absolutzahlen, etc.) aufweisen, ohne die grundsitzliche Struktur zu verlieren. Das zeigt die
Variabilitdt und damit auch die Stabilitdt des mikrobiellen Nahrungsnetzes und weist auf die
Bedeutung des "Microbial Loop" fiir die Kieler Bucht hin.

4.2.4 Driftstudien in der Ostlichen Gotlandsee (BAMBI '91)
4.2.4.1 Situation im sommerlichen Pelagial der 6stlichen Gotlandsee

Die wdhrend BAMBI '91 in der Ostlichen Gotlandsee vorgefundene Situation entsprach
durchaus der vorangegangener Studien. EDLER (1979) untersuchte unter anderem die
Artensukzession in der Ostlichen Gotlandsee und beschrieb fiir die Monate Juli und August
eine Bliite fddiger Blaualgen mit den dominanten Arten Aphanizomenon flos-aquae und
Nodularia spumigena. Auch berichteten SORENSSON u. SAHLSTEN (1987) von einer
Bliite der Art Nodularia spumigena in derselben Region. SCHARENBERG (1991) fand fiir
das gleiche Gebiet eine sommerliche Blaualgenblite mit einer Dominanz von
Aphanizomenon flos-aquae.

Die hydrographischen und chemischen Voraussetzungen fiir diese Bliite waren in allen
Untersuchungen dhnlich und stimmten mit den hier vorliegenden Ergebnissen iiberein. So
lag meist eine 14 bis 18 m tiefe Deckschicht und eine Oberflichentemperatur von 17 bis
22 °C vor. Hinsichtlich der Nédhrsalze war die Deckschicht vor allem nitratverarmt. Nitrat
als limitierender Faktor in der Ostsee (SEN GUPTA, 1972) erkldrt die Ausbildung einer
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Bliite fadiger Blaualgen, da diese Organismen in der Lage sind, elementaren Stickstoff zu
fixieren. Sie sind somit nicht auf eine geldst vorliegende Stickstoffquelle angewiesen. Auch
SORENSSON u. SAHLSTEN (1987) machten darauf aufmerksam, daB in der Gstlichen
Gotlandsee hauptsdchlich elementarer Stickstoff und Ammonium als Stickstoffquellen
dienen. Aufgrund dieser Befunde kann in der sommerlichen Ostsee zum einen von einer
"regenerierten Produktion” im Sinne von DUGDALE u. GOERING (1967) ausgegangen
werden. Zum anderen muB fiir die Organismen, die elementaren Stickstoff fixieren konnen,
"neue Produktion" angenommen werden.

Weiterhin charakteristisch fiir die wiahrend BAMBI '91 vorgefundene Situation war die
Dominanz des autotrophen Picoplanktons beziiglich der Chlorophyllkonzentration und der
Priméarproduktion. Diese Fraktion machte meist ein Drittel bis die Hélfte des Chlorophylls
und immer {iber 50 Prozent der Primdrproduktion aus. Dies entspricht der allgemeinen
Vorstellung von der dominierenden Bedeutung coccaler Cyanobakterien in Systemen
regenerierter Produktion (BIENFANG u. TAKAHASHI, 1983; JOINT u. POMROY,
1983; LI et al., 1983; PLATT et al., 1983a; TAKAHASHI u. BIENFANG, 1983;
DOUGLAS, 1984; GLOVER et al., 1986a; ITURRIAGA u. MITCHELL, 1986).

Die Vorjahresuntersuchung (BAMBI '90; SCHARENBERG, 1991) ergab fiir das
Picoplankton mit 49 bis 68 Prozent bzw. 45 bis 57 Prozent eine dhnlich hohe Beteiligung
am Gesamtchlorophyll bzw. an der Gesamtprimirproduktion. Ubereinstimmend mit den
Ergebnissen wiahrend BAMBI '90 hatten die Fraktionen 2-5 um und 5-20 pm wihrend
BAMBI '91 mit maximal 22 Prozent den geringsten Anteil am Gesamtchlorophyll.
Allerdings kam diesen Fraktionen mit 22 bis 44 Prozent ein groferer Anteil an der
Primarproduktion zu, der wahrend BAMBI '91 nur bei maximal 25 Prozent lag. Dafiir kam
dem Mikrophytoplankton mit 10 bis 21 Prozent hinsichtlich der Produktion eine geringere
Bedeutung zu, wohingegen diese wiahrend BAMBI '91 immer {iber 22 Prozent lag. Dies ist
mit der wiahrend BAMBI '90 weniger stark ausgeprigten Bliite fddiger Blaualgen zu
erkldren. Grundsétzlich aber war die Situation im Sommer 1990 der im Sommer 1991 sehr
ahnlich.

Die mit der > 20 pm-Fraktion einhergehenden, tdglichen Schwankungen des iiber die
oberen 35 m integrierten Gesamtchlorophylls konnen nicht als zeitliche Entwicklung
interpretiert werden. Hier muBl eher davon ausgegangen werden, da8 die unterschiedlichen
Werte durch die "patchiness" der Blaualgenbliite zustande kamen. So konnte vielfach
wiéhrend der Probennahme beobachtet werden, daB sich das Schiff in einem "patch" fddiger
Blaualgen befand, wéhrend der Drifter selbst neben diesem "patch" trieb. Bei
darauffolgenden Probennahmen konnten wiederum umgekehrte Verhiltnisse vorliegen.
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Zudem zeigte sich, daB innerhalb eines dichten Blaualgen-"patches" das Schiff selber eine
unterschiedlich ausgepragte "blaualgenfreie” Zone schaffte, die die Probennahme der
oberen Meter deutlich beeinfluBte.

Die wdhrend BAMBI '91 ermittelten Zellabundanzen der coccalen Cyanobakterien von
35.107 bis 46107 Zellen-I"1 an der Oberfliche lagen erheblich iiber den der fir die
westliche Gotlandsee gefundenen Werten von LARSSON u. HAGSTROM (1982), die
0,5-107 bis 8-107 Zellen-1-! ermittelten. Diese im Vergleich zu BAMBI '91 niedrigen
Zellabundanzen konnten aber durch die von den Autoren zur Quantifizierung angewandten
Utermohlmethode zustande gekommen sein. Dabei kann es aufgrund der sehr geringen
Sinkraten coccaler Cyanobakterien vom Synechococcus-Typ zu erheblichen Unter-
schdtzungen kommen (REID, 1983; TAKAHASHI u. BIENFANG, 1983). KUOSA (1988)
ermittelte fiir den Golf von Finnland 20-107 coccale Cyanobakterien-1-1, was den Werten
wihrend BAMBI '91 entspricht. Die von SCHARENBERG (1991) wihrend BAMBI '90 fiir
die Ostliche Gotlandsee aufgefiihrten Zellabundanzen lagen an der Oberfliche bei ca.
6,6:107 Zellen-I-1. Allerdings wurden diese Zahlen mittels DurchfluBzytometrie bestimmt,
und vergleichende mikroskopische Zahlungen werden nur vereinzelt aufgefiihrt, deuten aber
auf eine starke Unterschdtzung der zytometrisch ermittelten Zellabundanzen in der
GroBenordnung einer Zehnerpotenz hin. Unter Beriicksichtigung dieser Unterschdtzung
waren die Zellabundanzen der coccalen Cyanobakterien im Sommer 1990 und 1991 éhnlich.
Die in der Ostsee im Sommer vorgefundenen Zellabundanzen coccaler Cyanobakterien
entsprechen generell auch solchen in anderen Gebieten der Weltmeere, die zwischen 106
und 108 Zellen-1-! liegen JOHNSON u. SIEBURTH, 1979; WATERBURY et al., 1979;
KREMPIN u. SULLIVAN, 1981; LI et al., 1983; PLATT et al., 1983a; GLOVER et al.,
1985; MURPHY u. HAUGEN, 1985).

Die Charakteristik der vertikalen Verteilung coccaler Cyanobakterien und die damit
verbundene Frage nach der Anpassung an bestimmte Lichtintensititen wurde schon im
Zusammenhang mit den hier durchgefiihrten Experimenten diskutiert (vgl. 4.2.2.2). Die
wihrend BAMBI '91 vorgefundene Situation - Oberflichenmaxima der Zellabundanzen der
< 2 pm-Fraktion - steht im Gegensatz zur allgemeinen Ansicht, wonach coccale
Cyanobakterien am Boden der euphotischen Zone Abundanzmaxima bilden (MURPHY u.
HAUGEN, 1985; GLOVER et al., 1986b). Doch konnten, wie schon unter 4.2.2.2
erwdhnt, in vielen Untersuchungen auch Oberflichenmaxima dieser Organismen
nachgewiesen werden (JOHNSON u. SIEBURTH, 1979; WATERBURY et al., 1979,
1986; OLSON et al., 1985; JOINT u. POMROY, 1986; JOCHEM, 1988, 1990a;
BURKILL et al., im Druck). Die hier vorgestellten Ergebnisse deuten ermneut darauf hin,
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daB Synechococcus sp. je nach Situation, in der Lage ist, unterschiedliche Adaptationen zu
entwickeln.

Die wihrend BAMBI '91 an der Oberfliche ermittelten Zellabundanzen des autotrophen
Nanoplanktons stimmen mit durchschnittlich 2-107 Zellen-1-! gut mit den Ergebnissen des
Vorjahres iiberein (SCHARENBERG, 1991). Beziiglich dieser Organismen unterschieden
sich die beiden BAMBI-Untersuchungen einzig in dem wéhrend BAMBI '91 vorgefundenen
Abundanzmaximum in 35 m Tiefe.

Fiir die durchschnittliche zelluldire Chlorophyll- und Phycoerythrinfluoreszenz lagen sowohl
fiir coccale Cyanobakterien als auch fiir autotrophes Nanoplankton maximale Werte an der
Oberflache vor. Dieses Ergebnis kann mit dem Oberflaichenmaximum der Primarproduktion
in Zusammenhang gebracht werden. Das sekundire Maximum der zelluldren Chlorophyll-
und Phycoerythrinfluoreszenz in 60 m Tiefe im Falle des Nanoplanktons korrelierte mit
dem sprunghaften Anstieg der Nitratkonzentration in dieser Tiefe, was wiederum - wie
schon unter 4.2.2.2 angedeutet - annehmen ldBt, daB eine erhohte Nitratversorgung den
Chlorophyllaufbau fordern kann.

Dagegen schienen die coccalen Cyanobakterien die erhohte Nitratkonzentration in dieser
Tiefe nicht nutzen zu kdnnen. GLOVER er al. (1988a) konnten im Gegensatz dazu zeigen,
daB Synechococcus sp. unter nitratverarmten Verhdltnissen in Oberflichennihe weniger
Phycoerythrin pro Zelle enthielt als nahe der Nitrakline. Allerdings weisen die Autoren
darauf hin, daB verschiedene Stimme unterschiedlich auf Nitrat reagieren kénnen, so daf
die Ergebnisse nicht ohne weiteres vergleichbar sind.

Es stellte sich also fiir die Ostliche Gotlandsee eine quantatitaive Dominanz der coccalen
Cyanobakterien vom Synechococcus-Typ heraus. Die vorgegebene Situation - hauptsichlich
die allgemeine Naihrsalzarmut - lieB diese Dominanz erwarten, da vor allem eine
Nitratarmut das Vorkommen von coccalen Cyanobakterien fordern kann (EPPLEY et al.,
1967; MALONE, 1971; McCARTHY er al., 1974; JOINT, 1986). Auch muB an dieser
Stelle wiederum die Moglichkeit der No-Fixierung fiir coccale Cyanobakterien in Betracht
gezogen werden, wie sie schon unter 4.2.3 diskutiert wurde.

Wenn also fadige Blaualgen elementaren Stickstoff fixieren und coccale Cyanobakterien
dies eventuell auch kdnnen, so bleibt die Frage, wie in diesem nihrsalzverarmten Milieu so
hohe Zellabundanzen des autotrophen Nanoplanktons (maximal 2-107 Zellen-1-1) erklirt
werden konnen. Eine zusdtzliche Stickstoff- und Phosphatquelle koénnte unter den
gegebenen Voraussetzungen die Bliite der fiadigen Blaualgen gewesen sein. GABRIELSON
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u. HAMEL (1985) nahmen an, daB zerfallende Zellen von Nodularia spumigena geldstes
Nitrat und Phosphat in organischer und anorganischer Form liefern. Wenn dies wahrend
BAMBI '91 der Fall gewesen ist, ist aufgrund der geringen Nitratkonzentrationen in den
oberen 35 m von einem sehr schnellen turn-over dieser Nahrsalze auszugehen. Das weist
auf ein eng gekoppeltes mikrobielles Nahrungsnetz im Sinne des "Microbial Loop" hin, in
dem Stickstoff sehr schnell regeneriert werden kann. Zudem wiirde unter der Annahme, daf§
coccale Cyanobakterien elementaren Stickstoff fixieren konnen, der durch diese Quelle
eingebrachte Stickstoff auch anderem Phytoplankton zur Verfiigung stehen.

4.2.4.2 Phototrophes Pico- und Nanoplankton in anoxischen Tiefen der Ostlichen
Gotlandsee

Ein unerwartetes Ergebnis der Bestandsaufnahme des autotrophen Pico- und Nanoplanktons
in der Ostlichen Gotlandsee stellten die zunehmenden Zellabundanzen der coccalen
Cyanobakterien und des autotrophen Nanoplanktons in Korrelation zu den anaeroben
Bedingungen unterhalb einer Tiefe von 150 m dar. Die hier gefundenen Zellabundanzen
machten im Falle der coccalen Cyanobakterien ein bis zwei Prozent und im Falle des
Nanoplanktons 50 Prozent der jeweiligen Oberflichenkonzentration aus.

Uber das Vorkommen von lebendem Pico- und Nanoplankton in gréBeren Tiefen gibt es
vielfdltige Beobachtungen. So berichteten HAMILTON er al. (1968) iiber das Vorkommen
kleiner pigmentierter Zellen (1 bis 4 pm) bis in eine Tiefe von 3400 m, wobei die Zellen
z.T. noch lebten. FOURNIER (1970, 1971) fand ebenfalls pigmentierte Zellen als Vertreter
des Pico- und Nanoplanktons (1 bis 15 um) bis in eine Tiefe von 5000 m. Er ermittelte
Zellabundanzen von 2,5-104 bis 2-105 Zellen-1-! und wies darauf hin, daB die meisten
dieser Zellen prokaryontisch organisiert waren. Auflerdem beobachtete er Zellen in Teilung,
was ihn auf lebende Zellen schlieBen lieB. PLATT er al. (1983b) berichteten iiber
photosynthetisch aktive Phytoplankter, darunter auch coccale Cyanobakterien (ca. 1 pm), in
1000 m Tiefe. Gleichzeitig registrierten die Autoren in dieser Tiefe einen Sauerstoffgehalt
von 0,2 ml-1"1, Die gefundene Gemeinschaft dhnelte der an der Oberfliche vorkommenden
Gemeinschaft beziiglich ihrer Zusammensetzung. SILVER u. ALLDREDGE (1981) fanden
Picoplankton in "fecal pellets" und "marine snow" in grofieren Tiefen und LOCHTE u.
TURLEY (1988) wiesen auf coccale Cyanobakterien hin, die zusammen mit Phytodetritus
in der Tiefsee vorkommen. Auch hier beobachteten die Autoren in situ aktives Wachstum
und hohe Autofluoreszenz.
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Bisher ist bei vielen dieser Beobachtungen nicht eindeutig gekldrt, wie solch kleine Zellen
in groBere Tiefen gelangen konnen. FOURNIER (1971), PLATT er al. (1983b) und
TAKAHASHI u. BIENFANG (1983) wiesen darauf hin, daf8 sehr kleine Zellen, speziell
coccale Cyanobakterien, zu vernachldssigende Sedimentationsraten haben. Aufgrund dieser
Uberlegungen schlo8 FOURNIER (1971) auf Zellaggregate, die sich an der
Wasseroberfliche bilden und so fahig sind, in groBere Tiefen abzusinken. Auch LOCHTE
u. TURLEY (1988) fanden heraus, daB Bakterien und Cyanobakterien assoziiert mit
Detritus in der Lage sind, abzusinken, und SILVER u. GOWING (1986) beschrieben
Detritus als "Zentrum photosynthetischer Organismen". Wenn diese Beobachtungen auf die
in dieser Arbeit beschriebene Situation iibertragbar sein sollten, hitten Zellaggregate oder
Detrituspartikel in der ganzen Wassersdule gefunden werden miissen. Zellaggregate wurden
aber nur im Falle der coccalen Cyanobakterien bis in eine Tiefe von 50 m beobachtet und
unterhalb dieser Tiefe lagen alle Zellen unizellulir vor. SILVER u. GOWING (1986)
erwihnten in ihrer Untersuchung allerdings Zellen, die mit "schnell sinkendem Detritus"
assoziiert sind. Nach Meinung dieser Autoren werden Zellen iiber diese organischen
Partikel sehr schnell an einen "Pool suspendierter Zellen" in grofleren Tiefen abgegeben.
Die Tatsache, daB innerhalb dieser Studie nur sehr geringe Zellabundanzen und keine
organischen Partikel in Tiefen zwischen SO und 100 m gefunden wurden, koénnte somit
diese Theorie unterstiitzen und eine schnelle Trennung der aggregierten Zellen konnte das
Vorkommen der unizelluldren Zellen in groBeren Tiefen erkldren.

Eine weitere Moglichkeit des vertikalen Transports konnte das Absinken dieser Zellen
innerhalb von "fecal pellets" oder "marine snow" sein. SILVER u. ALLDREDGE (1981)
untersuchten die Zusammensetzung dieser Partikel und fanden unter anderem gut
pigmentierte und in der Teilung befindliche coccale Cyanobakterien und kleine
eukaryontische, autotrophe Zellen. Das wiirde bedeuten, da coccale Cyanobakterien
aufgrund ihrer inerten Zellwandstrukturen fiir Grazer, wie z.B. Copepoden, unverdaulich
sind und unangegriffen wieder ausgeschieden werden. Innerhalb der Wassersdule wurden
bei der hier vorliegenden Studie allerdings keine "fecal pellets" gefunden, doch ergab die
Untersuchung des Materials aus der Sinkstoffalle Partikel, deren Herkunft und Zuordnung
bisher ungekldrt blieb (R. BOJE, personliche Mitteilung, IFM-Kiel).

Unter  Beriicksichtigung einer Lebenserwartung coccaler Cyanobakterien und
eukaryontischer, autotropher Zellen in der Tiefsee von mehreren Wochen bis Jahren
(SILVER u. GOWING, 1986), dridngt sich die Frage auf, in welcher Art und Weise die
Organismen unter den in der Gstlichen Gotlandsee vorgefundenen Verhdltnissen (kein Licht,
kein Sauerstoff) tiberleben kdnnen.
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Alle Cyanobakterien sind generell in der Lage, sowohl oxygene als auch anoxygene
Photosynthese zu betreiben (CARR u. WYMAN, 1986). Bei dem hier beschriebenen
Phanomen ist aufgrund totaler Lichtabwesenheit in einer Tiefe von 160 m allerdings
jegliche Art von Phototrophie auszuschlieBen. Als Alternative bietet sich Photoheterotrophie
an, d.h. die fakultative Féhigkeit einiger Arten, im Dunkeln durch Veratmung exogener
Zucker liberleben zu kdnnen (RIPPKA, 1972; CARR u. WYMAN, 1986).

Um die Lebensfdhigkeit dieser Organismen zu untersuchen, wurde eine Wasserprobe
(50 ml) aus 160 m Tiefe nach Zugabe einer Radioaktivitit von 20,4 uCi H14CO3 unter
anoxischen und oxischen Bedingungen an Deck inkubiert. Bei den Zellen des anoxischen
Ansatzes war keine Aufnahme von 14C zu verzeichnen, aber im oxischen Ansatz konnte
einen Aufnahme gemessen werden (DETMER et al., Manuskript). Zum einen kénnte dies
bedeuten, daB die Zellen unter anoxischen Bedingungen nicht mehr zur Produktion fahig
sind, aber das Potential dazu noch besitzen. Daraus konnte geschlossen werden, daB die
Zellen erst eine kurze Zeit unter diesen Bedingungen zugebracht haben und noch nicht
irreversibel geschiddigt wurden. Zum zweiten konnten die Zellen durch Heterotrophie
iiberleben, was fiir einige Synechococcus-Stimme nachgewiesen werden konnte
(WATERBURY et al., 1986).

4.3 Ausblick

Einige der vielfdltigen Mdglichkeiten der DurchfluBzytometrie fiir die Planktonforschung
konnten mit dieser Arbeit erfolgreich dargestellt werden, doch muB deren weiterfithrende
Entwicklung gefordert werden.

So sollten noch hohere MeBgeschwindigkeiten erreicht werden bzw. weitere Verfahren
entwickelt werden, Partikel fiir die Zytometrie zu konzentrieren, da gerade die Messung
von Partikeln > 20 um - die oft nur mit einigen 100 Zellen-ml-! vertreten sind - sehr
zeitintensiv ist (DUBELAAR et al., 1989; OLSON er al., 1989; PHINNEY u. CUCCI,
1989). Zur Empfindlichkeitssteigerung der Gerdte konnte die verstirkte Anwendung von
Farbstoffen wie DAPI, Chromomycin A3, Hoechst 33258 u. a. beitragen, so daB auch
heterotrophe Organismen erfat und vor allem verschiedene Populationen bei
Freilanduntersuchungen besser unterschieden werden koénnten (BOUCHER et al., 1991;
OTTO, 1990). Die weitere Verwendung und Fortentwicklung von Farbstoffen zur
Erfassung bestimmter Zellbestandteile oder zelluldrer Vorgénge in einzelnen Zellen mit
Hilfe der DurchfluBzytometrie stellt ein groBes Potential zur Erlangung neuer Kenntnisse
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hinsichtlich des Wachstums und der Physiologie von Planktonorganismen und der sie
steuernden Prozesse dar.

Beziiglich der Bedeutung von Synechococcus sp. zeigte diese Arbeit, daB Ergebnisse
verschiedener Experimente, wie z.B. Wachstumsraten, nicht ohne weiteres vergleichbar
sind und vor allem stark von den jeweiligen Versuchsbedingungen abhdngig sind. Somit
sind die entsprechenden Aussagen nicht auf Situationen im Freiland ibertragbar. Daraus
folgt die Forderung, dhnliche Experimente in verkiirzter Form direkt in situ durchzufiihren.
Zu diesem Zweck eignet sich die DurchfluBzytometrie auf Grund der MeBgeschwindigkeit
und der angebotenen Parameterfiille besonders gut.

Mit einem verstirkten Einsatz der Zytometrie an Bord, der Entwicklung entsprechender
Fixierungsmoglichkeiten und mit der Durchfiihrung standardisierter Kurzzeitexperimente
sollten weitere Aussagen {iber die Biologie und die physiologischen Féhigkeiten von

Synechococcus sp. und der damit verbundenen globalen Bedeutung dieser Organismen
moglich sein.
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S ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurden die quantitativen und qualitativen Moglichkeiten der
DurchfluBzytometrie in der marinen Planktonforschung untersucht. Daraus resultierte eine
Aussage beziiglich der Genauigkeit und Reproduzierbarkeit zytometrischer Messungen im
Vergleich zu Daten, die durch die Epifluoreszenzmikroskopie ermittelt wurden.

Durch die Untersuchung des autotrophen Pico- und Nanoplanktons in einem kiistennahen
Gebiet (Kieler Bucht) und in der zentralen Ostsee (Ostliche Gotlandsee) sollte die Bedeutung
dieser GroBenfraktionen herausgestellt und die Einsatzmdglichkeiten der DurchfluB-
zytometrie fiir ataxonomische Bestandsaufnahmen gepriift werden.

Weiterhin wurden physiologische Wachstumseigenschaften von Synechococcus sp.
analysiert, um deren EinfluB auf die globale Verbreitung und den Erfolg dieses Organismus
bewerten zu konnen.

1.) Die Genauigkeit des hier verwendeten Zytomters (FLUVO II) wurde durch den
Vergleich zytometrisch und mikroskopisch ermittelter Datensidtze aus Kulturexperimenten
und Freilanduntersuchungen analysiert.

Der Vergleich ergab eine starke Korrelation experimentell erhaltener Datensdtze unter
Anwendung eines fiir das FLUVO II konstruierten Motors, mit dem die Messung eines
genau definierten Probenvolumens moglich war. Im Gegensatz dazu ergab sich bei der
Bestimmung der Probenkonzentration durch die Zugabe eines internen Standards eine
moderate Korrelation experimenteller Daten.

Beziiglich der Freilanddaten zeigte sich der negative Einflul verklumpter bzw. aggregierter
Zellen auf die zytometrisch ermittelte Probenkonzentration. Die Abundanz coccaler
Cyanobakterien, die diese Verklumpungen aufwiesen, wurde mittels DurchfluBzytometrie
im Vergleich zu den Ergebnissen der Epifluoreszenzmikroskopie unterschitzt. Um die
Ergebnisse der Zytometrie zu verbessern, wurden verschiedene Arten der
Probenvorbehandlung auf ihre Effizienz bei der Trennung der Klumpen in einzelne Zellen
getestet. Eine zwei- bis vierminiitige Behandlung der Probe im Ultraschallbad erbrachte
eine 20prozentige Verbesserung der Ergebnisse, wobei die Effektivitit der Behandlung von
der Probenkonzentration abhing. Der fiir das FLUVO II optimale Probenkonzentrations-
bereich lag bei 1:105 bis 1-106 Zellen-mI!, in dem aufeinanderfolgende Messungen die
geringste Varianz aufwiesen und somit die hochste Reproduzierbarkeit erreicht wurde.

Mit Formol fixierte Proben eigneten sich schon in einem Zeitraum von zwei bis vier
Wochen nach Fixierung nicht mehr fir die zytometrische Messung der
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Fluoreszenzeigenschaften, da der Verlust der Autofluoreszenz - besonders bei autotrophen
Nanoflagellaten - zu grofl war.

2.) AuBer den physikalischen und chemischen Standardparametern wurden bei den
Freilanduntersuchungen die Chlorophyllkonzentration und die in situ-Primédrproduktion in
den GroBenfraktionen > 20 pm, 20-5 pm, 5-2 um und < 2 um ermittelt. Weiterhin
wurden die Zellabundanzen des autotrophen Pico- und Nanoplanktons mittels
Epifluoreszenzmikroskopie und Durchflufzytometrie bestimmt.

Die in der Kieler Bucht an der Oberfldche nitratverarmten Verhéltnisse und die Dominanz
des autotrophen Pico- und Nanoplanktons weisen auf die in diesem Gebiet typische
Sommersituation hin. Der Anteil des Picoplanktons am Gesamtchlorophyll machte ca. 20
Prozent aus, wohingegen das Nanoplankton mit 35 bis 80 Prozent einen hoheren Anteil
hatte. 15 bis 83 Prozent der Gesamtprimarproduktion fielen auf das Picoplankton und 10 bis
20 Prozent auf das Nanoplankton. Abundanzmaxima der coccalen Cyanobakterien standen
im Zusammenhang mit der sommerlichen Erwarmung des Wassers auf 15 bis 19 °C.

Das sommerliche Pelagial der Ostlichen Gotlandsee war ebenfalls durch eine
Nitratverarmung an der Oberfliche gekennzeichnet. Das Picoplankton war mit 27 bis 53
Prozent am Gesamtchlorophyll und mit 51 bis 60 Prozent an der Gesamtprimarproduktion
beteiligt. Das Nanoplankton machte am Gesamtchlorophyll bzw. an der Gesamtprimdr-
produktion einen Anteil von 16 bzw. 15 bis 23 Prozent aus. Beziiglich der Zellabundanzen
lag fiir coccale Cyanobakterien und autotrophe Nanoflagellaten ein Oberflichenmaximum
vor. Ein unerwarteter Anstieg der Zellabundanzen unterhalb von 120 m Tiefe ging mit der
Ausbildung der Chemokline und anoxischen Verhdltnissen einher. Die dort vorgefundenen
Zellen waren bei Inkubation unter oxischen Bedingungen zur Produktion fahig.

3.) Hinsichtlich des Wachstumsvermogens von Syrechococcus sp. wurden drei Experimente
durchgefithrt. Am Beispiel des Stamms WH7803 wurden Wachstumsraten und zelluldre
Pigmentveranderungen in Abhangigkeit von Licht und Nitrat untersucht.

Wachstumsraten lagen in Abhédngigkeit von der Nitratkonzentration zwischen 0,26 und 0,55
Teilungen pro Tag. Unter Lichtreduktion auf 2,2 pE-m-2-s-1 war der Stamm WH7803
durch die Zunahme des =zelluliren Chlorophyllgehaltes bei konstant bleibender
Zellkonzentration in der Lage, bis zu sieben Wochen zu iiberleben. Das Ausmaf des
Chlorophyllaufbaus war von der zugegebenen Menge an Nitrat abhédngig.

Die Annahme, daB das fiir Synechococcus sp. typische Pigment Phycoerythrin einen
Stickstoffspeicher darstellt und bei Nitratmangel abgebaut wird, konnte nicht bestitigt
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werden. In allen Ansdtzen - selbst in denen ohne Nitrat - wurde ein Aufbau dieses
Pigmentes beobachtet.

Sowohl die Ergebnisse der Freilanduntersuchungen als auch der Kulturexperimente lassen
vermuten, daB coccale Cyanobakterien der Gattung Synechococcus iber vielfdltige

physiologische Adaptationsmoglichkeiten verfiigen, die u.a. zu ihrer weltweiten
Verbreitung beitragen.
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