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Zusammenfassung:

In der vorliegenden Diplomarbeit wurden verschiedene Aspekte der Verteidigung
gegen Fouling von F. vesiculosus und F. serratus untersucht. Dazu wurden
Oberflachenextrakte (im ersten Versuch auch Gesamtextrakte) hergestellt und diese
in ihrer naturlichen Konzentration hinsichtlich ihrer Wirkung auf das Ansiedlungs- und
Wachtumsverhalten von Versuchsorganismen, einem marinen Bakterienstamm
(Bacillus aquimaris) und einer Diatomeenart (Amphora spec.) getestet.

Abiotischer Stress (eine Erhohung und Erniedrigung der Temperatur,
Lichtverfugbarkeit) hatte keinen Effekt auf die Fouling-Verteidigung, aber auf den
Besiedlungsdruck, der mit steigender Temperatur zunahm. Biotischer Stress durch
die Anwesenheit von Grazern (ldotea baltica) hatte ebenfalls keinen Einfluss auf die
Verteidigung gegen Fouling. Es gab keine Interaktion zwischen Fouling- und
FralRverteidigung. Die Ergebnisse der Bioassays zeigen, dass die Ansiedlung beider
Versuchsorganismen und das Wachstum von B. aquimaris durch die Prasenz der
Extrakte signifikant inhibiert wurden. Das Wachstum von Amphora spec. wurde durch
die Extrakte nicht inhibiert und teilweise sogar geférdert. Das zeigt, dass bestimmte
Stadien im Besiedlungsprozess beeinflusst wurden und nicht die Besiedlung an sich.
Die Bioassays, die mit Hilfe des Plate-Readers durchgefiihrt wurden, lassen
Aussagen Uber die Wirkung der Extrakte auf die Versuchsorganismen zu. Ein
Nachteil ist jedoch, dass man nicht sagen kann um wie viel Prozent die Ansiedlung
oder das Wachstum inhibiert wurde, da die Fluoreszenzwerte nicht proportional zur
Zellzahl sind. Allgemeine Aussagen Uber die Wirkung der Extrakte sind aber zul&ssig
und die Methode ist somit gut geeignet, um einen Uberblick tiber das Antifouling-
Potential von Algenextrakten auf verschiedene Foulingorganismen zu bekommen.



1. Einleitung
1.1 Fouling und Epibiose

Im marinen Milieu werden alle nicht verteidigten, exponierten Oberflachen friher oder
spater bewachsen. Dieses Phanomen bezeichnet man als Fouling oder Epibiose und
ist ein typisch aquatisches Phanomen (Wahl, 1989). Die Besiedlung neuer
Oberflachen erfolgt meist recht schnell, da Hartsubstrat fur sessile Organismen oft
ein limitierender Faktor ist. Das Fouling-Sequenz Modell besagt, das der
Besiedlungsprozess neuer Oberflachen in vier Phasen unterteilt werden kann.
Wahrend die ersten beiden Besiedlungsschritte mehr von physikalischen Prozessen
gesteuert werden, sind die letzten beiden Schritte der Besiedlung vor allem

biologisch gesteuert (Wahl, 1989).

Wahrend alle unbelebten Oberflachen, sofern sie nicht durch Antifouling-Anstriche
geschutzt sind, schnell von einem Biofilm tberzogen werden (Callow & Callow, 2002),
sind viele lebende Oberflachen von Algen und Tieren erstaunlich frei von Aufwuchs
(Armstrong et al., 2000; Chambers et al., 2006). Das Interesse am Potential
natirlicher Antifouling-Strategien mariner Organismen, zum Beispiel als Alternative
zu den 6kologisch bedenklichen Antifouling-Anstrichen, ist aus Sicht diverser mariner
Industrien in den letzten Jahren stark gestiegen (Callow & Callow, 2002; Chambers

et al., 2006; reviewed by Armstrong et al 2000; Bhadury & Wright, 2004). Medizinisch,
wirtschaftlich auch ?

1.1.2 Besiedlungsprozess von Oberflachen

Der Besiedlungsprozess erfolgt in vier Phasen: Konditionierung, bakterielle
Besiedlung, Ansiedlung einzelliger Eukaryoten und mehrzellige Eukaryoten (Wabhl,
1989; Callow & Callow, 2002, Chambers et al., 2006). An eine eingetauchte
Oberflache lagern sich zunachst innerhalb von Sekunden Makromolekiile,
hauptséchlich Glycoproteine, Polysaccharide und Proteoglucane, an (Wahl, 1989;
Callow & Callow, 2002, Chambers et al., 2006). Nach dieser biochemischen
Konditionierung durch die Adsorption von Makromolekilen folgt innerhalb von
wenigen Stunden die bakterielle Besiedlung (Wahl, 1989; Callow & Callow, 2002,
Chambers et al., 2006). Dabei kann man mehrere Phasen unterscheiden. Zunéchst
mussen die umher schwimmenden Bakterien sich der Oberflache anndhern, um sich
im ndchsten Schritt an ihr festsetzen zu kdnnen. Dazu muss als erstes in die 40 bis
100um dicke viskose Grenzschicht, die alle Oberflachen umgibt, eingedrungen
werden. Diese geschieht durch zufallige Mikroturbulenzen oder durch aktive
Bewegungen der Bakterien (Wahl, 1989; Chambers et al., 2006). Nach dieser ersten



Annaherung an die Oberflache beginnen physikalische Krafte (Van-der-Waals Kréafte,
elektrostatische Anziehung oder Absto3ung, Brownsche Molekularbewegungen)
zwischen Bakterium und Oberflache zu wirken (z.B.: Wahl, 1989; Chambers et al.
2006). Mit der Bildung von kovalenten Bindungen zwischen bakterieller Glykokalix
und dem makromolekularen Oberflachenfilm geht die reversible Adsorptionssphase
in die nicht mehr reversible Ansiedlung (Adhé&sion) Uber (Wahl, 1989). Nach der
erfolgreichen Ansiedlung auf der Oberflache mussen die Bakterien dann wachsen,
um sich dann auf der Oberflache ausbreiten zu kdnnen, wobei ein komplexer Biofilm
entsteht (Chambers et al. 2006). Auf die bakterielle Besiedlung folgt die der
einzelligen Eukaryoten, wie zum Beispiel Diatomeen, Hefen und Protozoen. In den
gemaliigten Breiten sind dies vor allem Diatomeen (Cuba & Blake, 1983), die sich mit
Hilfe von Schleimsekretion an der Oberflache ansiedeln (Ferreira & Seeliger, 1985;
Callow & Callow, 2002). Nach einer Woche folgen dann mehrzellige Eukaryoten,
Algensporen und meroplanktische Larven. So kann sich den Umsténden
entsprechend eine Fouling-Gemeinschaft etablieren.

1.1.3 Vor-und Nachteile von Fouling

Unkontrolliertes Fouling auf unbelebten Oberflachen wie zum Beispiel Schiffsrimpfen,
verstarkt den Reibungseffekt und fiihrt zu erhohtem Treibstoffverbrauch. Das
Wachstum mariner Organismen auf untergetauchten Oberflachen und die
Beseitigung des Biofoulings kostet allein die US Navy $ 1 Billion pro Jahr (Callow &
Callow, 2002). In den letzten Jahren ist das Interesse an naturlichen Antifouling-
Strategien, als Alternative zu den 6kologisch bedenklichen Antifouling-Anstrichen aus
Sicht diverser mariner Industrien stark gestiegen (Callow & Callow, 2002; Chambers
et al., 2006; reviewed by Armstrong et al 2000; Bhadury & Wright, 2004).
Unkontrolliertes Fouling auf belebten Oberflachen hat viele oft verheerende
Auswirkungen auf den Wirtsorganismus (Basibiont). So kommt es unter anderem zu
einer Gewichtszunahme durch die Epibionten (Dixon et al, 1981), zu
Beschattungseffekten (Sand-Jensen & Revsbech, 1987) und somit auch zu einer
Einschrankung der Photosynthese (Littler & Littler, 1999), N&hrstoffarmut, mdglichen
mechanischen Schaden oder einem erhohten Gewebeverlust (Correa & Sanchez,
1996), Infektionen durch pathogene Bakterien (Littler & Littler, 1995) und zu vielen
weiteren Nachteilen fur den Bewachsenen. Epibionten kdnnen aber auch vorteilhaft
fir den Basibionten sein, indem sie zum Beispiel Herbivore durch ihren schlechten
Geschmack abschrecken und dadurch den Fraf3druck auf die Alge reduzieren (Wahl
& Hay, 1995; Karez et al., 2000).

Alle potentiellen Basibionten haben drei Mdglichkeiten, um mit dem Fouling- Druck
umzugehen, der mit Lokalitat, Jahreszeit und Wassertiefe variiert: Toleranz,



Vermeidung oder Verteidigung. Viele Arten tolerieren einen gewissen Grad an
Aufwuchs, andere vermeiden ihn durch Bewegungen in Zeit und Raum und einige
verteidigen sich gegen den Bewuchs (Wahl, 1989). Aufgrund der vielen Nachteile,

die Epibiose fur die Basibionten mit sich bringen kann, herrscht ein Evolutionsdruck
zur Entwicklung von Verteidigungsstrategien der Organismen gegen Aufwuchs (Wabhl,
1989), denn wenn man besser gegen Aufwuchs verteidigt ist, hat man einen Vorteil
gegeniber denen, die nicht so gut verteidigt sind. Viele marine Organismen sind
erstaunlich frei von Epibionten (Armstrong et al., 2000; Chambers et al., 2006) im
Vergleich zu unbelebtem Hartsubstrat, vermutlich aufgrund ihrer vielfaltigen
Verteidigungsstrategien gegen Fouling.

1.2 Verteidigung gegen Fouling

Es gibt drei Mdglichkeiten von Verteidigungsmechanismen: mechanische,
physikalische oder chemische, wobei diese haufig kombiniert werden (Wahl, 1989).
Eine chemische Verteidigung durch extreme pH-Werte oder sekundare Metabolite ist
laut diversen Verteidigungstheorien wie zum Beispiel der ODH (optimal defense
hypothesis; reviewed by Cronin, 2001) vermutlich kostenaufwendig, da die Energie
fur die Produktion solcher Substanzen nicht mehr fir das Wachstum oder andere
physiologische Prozesse zur Verfugung steht (Pavia et al., 1999; Honkanen &
Jormalainen, 2005; lanora et al., 2006). Dennoch scheint eine chemische
Verteidigung ein gangiges Phanomen von Algen zu sein, die relativ frei von
Epibionten und Krankheiten sind (Correa & Sanchez 1996; Armstrong et al., 2000;
Nylund & Pavia, 2005). Solche Beobachtungen fihrten dazu, dass Algen
beziehungsweise ihre Inhaltsstoffe auf ihr mogliches Potential als Antifouling-
Substanzen hin untersucht wurden (Hellio et al., 2000, 2001; reviewed by Bhadury &
Wright, 2004). In der Literatur gibt es zahlreiche Beispiele fur eine chemische
Verteidigung von Algen gegen Epibionten und Fraf3feinde mit Hilfe von sekundaren
Metaboliten.

1.2.1 Verteidigungsmetabolite

Als sekundare Metabolite bezeichnet man eine bemerkenswerte Vielzahl an
Metaboliten, wie zum Beispiel Terpenoide, Alkaloide oder Phenole (reviewed by
Faulkner, 1996), die keine offensichtliche Funktion im priméren Stoffwechsel der
Organismen spielen. Sie scheinen vielfache Funktionen zu haben und sind
Bestandteil der Verteidigung gegen naturliche Feinde, wie zum Beispiel gegen



Herbivore oder Epibionten, und somit an der Vermittlung dkologischer Interaktionen
beteiligt (Steinberg et al., 1997; Engel et al., 2002; lanora et al., 2006).

Bei Braunalgen vermutet man, dass Phlorotanninen, sekundére phenolischen
Verbindungen, eine Bedeutung zukommt (Paul et al., 2006). Da diese relativ einfach
zu messen sind (z.B. mit der Folin-Ciocalteu Methode), gibt es eine ganze Anzahl
von Studien tber die moégliche Rolle der Phlorotannine in Braunalgen. Sie sind zum
Beispiel als Schutz vor schadlicher Sonneneinstrahlung oder UV-Strahlung im
Gesprach (Pavia et al., 1997; Pavia & Toth, 2000; Henry & van Alstyne, 2004),
ebenso als Bestandteil der chemischen Verteidigung gegen Fouling. Honkanen und
Jormalainen (2005) untersuchten das Fouling auf F. vesiculosus und die genetische
Variation in Toleranz und Widerstand gegen Fouling-Organismen. Die Phlorotannin-
Konzentrationen der Algen konnten hier nicht die Aktivitat gegen Fouling erklaren,
ebenso wenig war die induzierbare Verteidigung gegen Fral3 mit der Phlorotannin-
Konzentration in Bezug zu setzen (Honkanen & Jormalainen, 2005). Welche
Bedeutung den Phlorotanninen bei der chemischen Verteidigung von Braunalgen
zukommt, ist nach wie vor umstritten.

Sekundére Metabolite kdbnnen an der Vermittlung 6kologischer Interaktionen an
Oberflachen beteiligt sein. In welchen Konzentrationen sie dort vorliegen ist nicht
hinreichend bekannt. De Nys et al. (1998) versucht als erstes eine Standardmethode
zur Extraktion von Oberflachenmetaboliten von Algenoberflachen zu etablieren.
Nylund et al. (2007) erweiterte diese ,dipping“- Methode von de Nys et al. (1998), so
dass es heute eine Methode zur Extraktion von unpolaren Oberflachenmetaboliten
von Algenoberflachen gibt. Dadurch kann man die Oberflachenmetabolite in
Okologisch relevanter Konzentration (de Nys et al., 1998) gegen 0kologisch relevante
Fouling-Organismen testen (Nylund et al. 2007) und vergleichbare Aussagen uber
die Wirkung der Metabolite treffen.

1.2.2 Chemische Verteidigung gegen die bakterielle Besiedlung

Mit der Ansiedlung von Bakterien, die im Wasser mit 10° Bakterien pro ml
(Rheinheimer, 1995) allgegenwartig sind, beginnt die Biofilmbildung auf allen
Oberflachen. Algen besitzen eine Verteidigung gegen die bakterielle Besiedlung
(reviewed by Steinberg et al., 1997; Engel et al., 2002). Viele Studien liefern
Hinweise darauf das sekundéare Metabolite eine Rolle in der chemischen
Verteidigung gegen bakterielles Fouling spielen (Hellio et al., 2000, 2001; reviewed
by Steinberg et al., 1997; Engel et al., 2002). So wurden Extrakte oder gereinigte
Metabolite von marine Invertebraten (Slattery et al., 1995; Wahl et al., 1994) und
Algen (Maximilien, 1995, 1998) zum einen gegen Okologisch relevante
Bakterienstdmme getestet und zum anderen in solchen Konzentrationen, in denen



die epiphytischen Bakterien ihnen wahrscheinlich ausgesetzt sind (de Nys et al. 1998;
Dworjanyn et al., 2006; Nylund et al. 2007). Im Gegensatz zu unbelebten
Oberflachen, fur die Biofouling durchweg negative Konsequenzen hat und fur marine
Industrien ein kostenintensives Problem darstellt (Callow & Callow, 2002; Clare,
1996), konnen Bakterien auf belebte Oberflachen auch positive Effekte haben
(Steinberg et al., 1997; lanora et al., 2006).

Ein wichtiges Ergebnis vieler Studien ist, dass die chemischen Komponenten, die die
hoheren marinen Organismen produzieren, nicht einfach nur toxisch sind oder
inhibierend auf das Wachstum von epiphytischen Bakterien wirken, sondern vielmehr
selektiv gegen bestimmte Phanotypen der Bakterien wirken kdnnen (Maximilien et al.,
1995). Es scheint Arten zu geben, die durch die Produktion nicht-toxischer
sekundarer Metabolite die Zusammensetzung der epibiontischen Bakterien auf ihren
Oberflachen kontrollieren und dadurch auch die weitere Besiedlung steuern. Ein gut
untersuchtes Beispiel hier fur ist die australische Rotalge Delisea pulchra, die im
Vergleich zu anderen im Freiland vorhandenen Algen wenig bewachsen ist
(Maximilien et al., 1995; Steinberg et al., 1997; Dworjanyn et al. 2006). Maximilien et
al. (1995, 1998) untersuchte die Effekte von unpolaren, furanonhaltigen Extrakten auf
den bakteriellen Besiedlungsprozess und fand heraus, dass die Extrakte bestimmte
Phanotypen von Bakterien inhibierten, die die unterschiedlichen Stadien im
bakteriellen Fouling-Prozess reprasentieren, ndmlich schwimmende, sich
ansiedelnde, wachsende und sich tiber die Oberflache ausbreitende Bakterien. Das
sekundéare Metabolite bestimmte Schritte im bakteriellen Besiedlungsprozess
beeinflussen wurde in anderen Studien mit anderen marinen Organismen bestétigt
(Wahl et al., 1994; Slattery et al., 1995; Kjelleberg & Steinberg, 2002).

Dieses Beispiel zeigt, dass sekundéaren Metaboliten viel bedeutendere Funktionen
haben kdnnen als einfach wachstumshemmend oder toxisch zu wirken. So kénnen
Algen die Zusammensetzung der mit ihr assoziierten Bakterien regulieren und
dadurch auch die Entwicklung des Biofilms mit bestimmter Abundanz und
Zusammensetzung. Dies kann bedeutend sein, da bakteriellen Biofilmen eine
Schlisselfunktion bei der Ansiedlung nachfolgender Fouling-Organismen zukommt
(Armstrong et al., 2000).

1.2.3 Einfluss von Stressoren auf die Fouling-Verteidigung

Als Stress bezeichnet man eine Belastungssituation, die in einem Organismus
Abweichungen vom Normalverhalten auslést (Larcher, 1987). Der belastende Faktor,
der Stressor, kann abiotischer oder biotischer Natur sein. In dieser Arbeit wurde der
Einfluss der Temperatur und der Lichtverfigbarkeit auf die Fouling-Verteidigung von
F. vesiculosus untersucht. Verschiedene Klimamodelle prognostizieren einen Anstieg



der Wassertemperatur fir die Ostsee um bis zu 4°C (HELCOM, 2006). F.
vesiculosus gilt als kalt temperierte Art, so dass der Temperaturanstieg sich
vermutlich negativ auf die Physiologie und Verteidigung auswirken wird (Rohde,
2007). Ein Temperaturanstieg und die zunehmende Eutrophierung werden vor allem
das Wachstum von Mikroalgen und Epibionten begtinstigen (Korpinen et al., 2007).
Dadurch wird die Lichtverfugbarkeit, die fur die Tiefenzonierung von Makroalgen
entscheidend ist, reduziert. Es ist bekannt, das die Bestande von F. vesiculosus in
der Ostsee in den letzten Jahren stark zurtickgegangen sind, vermutlich aufgrund der
zunehmenden Eutrophierung (Kautsky et al., 1986, Koie & Kristiansen, 2001; Vogt &
Schramm, 1991) und der dadurch verminderten Lichtpenetration (Kautsky et al.,
1986). Die tatsachliche Tiefenverbreitung von F. vesiculosus entspricht aber nicht der
physiologisch mdglichen Tiefenverbreitung (Rohde, 2007), so dass vermutet wird,
das andere Faktoren wie biotischer Stress durch Herbivore oder Epibionten ebenfalls
Einfluss auf die Tiefenzonierung von F. vesiculosus haben (Rohde, 2007; Korpinen
et al., 2007).

1.3 Fucus vesiculosus

Die umgangssprachlich auch Blasentang genannte Braunalge Fucus vesiculosus
(Phaeophyceae, Fucales, Fucaceae, Linnaeus 1753) (siehe Abb.2), kommt in der
Kieler Bucht meist auf Steinen, dem typisch urspringlich eiszeitlichem Gerdll, an oft
wellenexponierten, aber auch ruhigeren Standorten vor. In Abhangigkeit vom
Standort variiert der Blasentang auf3erlich stark. Er wird bis zu einem Meter hoch und
kann vier bis sechs Jahre alt werden (Koie & Kristiansen, 2001). In der westlichen
Ostsee ist F. vesiculosus eine der bedeutendsten und am besten untersuchten
Makroalgen im litoralen Lebensraum. Makroalgen wie F. vesiculosus spielen weltweit
eine wichtige Rolle in vielen Kistendkosystemen. Sie dienen anderen assoziierten
Organismen als Nahrungsquelle und Lebensraum.

1.3.1 Ruckgang von F. vesiculosus in der Ostsee

In den letzten drei Jahrzehnten wurde ein starker Riickgang, um bis zu 95% der
Biomasse, der F. vesiculosus- Populationen beobachtet (Schramm & Nienhuis, 1996).
In den 40er Jahren kam F. vesiculosus noch in einer Wassertiefe von 12,5 Metern
vor, in den 80er Jahren waren es nur noch 8,5 Meter (Koie & Kristiansen, 2001).

Auch die maximale Tiefe im finnischen Bereich der Ostsee, in der Fucus auftritt, ist
innerhalb von wenigen Jahren von 11,5m auf 8,5m zurlickgegangen (Kautsky et al.,
1986). In der Kieler Bucht ist das Verbreitungsgebiet von F. vesiculosus in den
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letzten Jahren stark zurtickgegangen und kommt nur noch in Wassertiefen bis zu 3
Metern vor (Furhaupter et al., 2003, 2006). Die Tiefenverbreitung von F. vesiculosus
wird vor allem durch die Lichtverfugbarkeit bestimmt. Der starke Rickgang der F.
vesiculosus- Populationen ist auf die zunehmende Eutrophierung zurtickzufihren
(Kautsky et al., 1986, Koie & Kristiansen, 2001; Vogt & Schramm, 1991) und der
dadurch bedingten Abnahme der Transparenz der Wassersaule, also einer
verminderten Lichtpenetration (Kautsky et al., 1986).

Ein moglicher anderer Grund fur den Rickgang konnte ein erhohter Fral3druck,
besonders durch den herbivoren Isopoden Idotea baltica (siehe Abb.2) sein. I. baltica
ist der bedeutendste Mesograzer in der Ostsee (Kangas et al., 1982) und ernahrt
sich vorwiegend von F. vesiculosus (Salema, 1987). Fur I. baltica wurde eine
Fral3praferenz fur F. vesiculosus im Vergleich zu anderen Makroalgen nachgewiesen,
speziell gegeniber F. evaneszenz (Schaffelke et al, 1995; Jormalainen et al., 2001).
Somit kénnte auch der daraus resultierende Frafl3druck ein Grund fur den Rickgang
von F. vesiculosus in der litoralen Makroalgengemeinschaft sein (Kangas et al., 1982;
Engkvist et al., 2000). Algen haben verschiedenste Strategien entwickelt, um mit
Herbivorie umzugehen oder sich davor zu schiitzen (Rohde et al., 2004; lanora et al.,
2006). Als mdgliche chemische Verteidigungsstoffe kommen viele sekundére
Metabolite in Frage. Bei Braunalgen und somit auch bei F. vesiculosus wird die Rolle
der Phlorotannine als Komponenten der chemischen Verteidigung diskutiert, die
Meinungen sind aber kontrovers.

1.4 Interaktion zwischen Fouling- und Fral3-Verteidigung

Jormalainen et al. (2008) untersuchte die genetische Variation im Widerstand gegen
Epibiose und Herbivorie in F. vesiculosus, unter Bedingungen in denen beide Feinde
koexistierten und in denen sie separat vorhanden waren. F. vesiculosus zeigte grol3e
genetische Variation im Widerstand gegen Epibiose und Herbivorie und der
FralRdruck auf die Algen war in Anwesenheit von Epibionten geringer als in deren
Abwesenheit (Jormalainen et al., 2008). Die Verteidigung von F. vesiculosus gegen
Epibiose und Herbivorie waren unabhangig voneinander wenn sie getrennt
gemessen wurden, aber positiv miteinander korreliert wenn beide Feinde
koexistierten (Jormalainen et al., 2008). Wahrend Jormalainen et al. (2008) also eine
Kopplung der Verteididung gegen Fouling und Herbivore vermutet, konnte Rhode
(Dissertation, 2007) dies nicht nachweisen. Eine induzierbare Verteidigung gegen
Herbivore in Makroalgen ist aber mittlerweile nachgewiesen (Rohde et al., 2004,
2007; Toth et al., 2005; Hemmi et al., 2004; Kubanek et al., 2004), welche
sekundéaren Metabolite dabei eine Rolle spielen nicht. Es ist bekannt, dass
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Epibionten den Fral3druck auf ihre Wirte verstarken kénnen, indem sie Grazer durch
ihre Schmackhaftigkeit anziehen, auch bekannt als ,shared doom® (Wahl & Hay,
1995) oder ,co-consumption® (Karez et al., 2000). Den gegenteiligen Effekt, dass
Epibionten den Fral3druck auf ihren Wirt durch ihre Ungeniel3barkeit vermindern,
bezeichnet man als ,associational resistance® (Wahl & Hay, 1995) oder auch als
~protective coating” (Karez et al., 2000).

1.5 Ziele der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit soll die Fouling-Verteidigung von F. vesiculosus, im
zweiten Versuch vergleichend mit der von F. serratus (siehe Abb.2), unter
verschiedenen Punkten betrachtet werden. Im ersten Versuch wurden F. vesiculosus
Individuen fur zwei Wochen bei funf verschieden Temperaturen (8, 12, 16, 21, 23°C)
gehaltert, um zu schauen ob sich eine Erhdhung oder Erniedrigung der Temperatur
auf die Verteidigung gegen Fouling auswirkt. Zusétzlich zu dem abiotischem Stress
(Temperatur) wurde die eine Halfte der F. vesiculosus Individuen biotischem Stress
durch Grazer (l. baltica) ausgesetzt, um die Fral3verteidigung zu induzieren. Generell
induziert Idotea baltica nach 10 Tagen eine Fral3abwehr bei Fucus vesiculosus
(Rohde & Wahl, 2007). Dies wurde getan, um zu schauen ob die Verteidigung gegen
Fouling und gegen Fral3 miteinander gekoppelt oder getrennt voneinander zu
betrachten sind (Jormalainen, 2008). Zusatzlich wurden unbelebte Oberflachen mit in
die Aquarien gehangt, um zu schauen ob es bei verschiedenen Temperaturen einen
Unterschied zwischen der Menge an Aufwuchs, also dem vorhandenen
Besiedlungsdruck, gibt.

Im zweiten Versuch wurden F. vesiculosus und F. serratus Individuen aus
verschieden Tiefen gesammelt und getestet, ob die Tiefe und somit auch die
Lichtverfigbarkeit einen Einfluss auf die Fouling-Verteidigung der beiden Algenarten
hat und ob sich diese zwischen den beiden Arten unterscheidet oder nicht.

Um die Fouling-Verteidigung der Algen zu untersuchen wurden Oberflachenextrakte,
im ersten Versuch auch Gesamtextrakte, hergestellt. Zur Extraktion wurde ein
Hexan-Methanol Gemisch verwendet, um sowohl unpolare als auch polare
Oberflachen-, bzw. Inhaltsstoffe der Algen zu extrahieren. Um die Fouling-
Verteidigung der Algen zu tGberprifen, wurden die Extraktbestandteile in ihrer
naturlichen Konzentration hinsichtlich ihrer Wirkung auf zwei verschiedene
Versuchsorganismen, ein mariner Bakterienstamm (Bacillus aquimaris) und eine
Diatomeenart (Amphora spec.), getestet.
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2. Material und Methoden

2.1 Untersuchungsgebiet und verwendete Organismen

Abb. 1: Kieler Férde, Sammelgebiete

der Versuchsorganismen markiert

Fir beide Versuche wurden Organismen aus der Kieler Bucht (siehe Abb.1)
verwendet. Die Kieler Bucht liegt in der Beltsee (Rheinheimer, 1995), einem Teil der
westlichen Ostsee und ist ein flaches, ca. 2500 km? groRes, brackiges Wasserareal
(Babenerd & Gerlach, 1987). Jahreszeitliche Schwankungen der Temperatur
zwischen 1-20°C und der Salinitat zwischen 12-20 PSU sind hier aufgrund der Lage
zwischen Nordsee und zentraler Ostsee keine Seltenheit (BSH, 2008).
Charakteristisch fur dieses Gebiet sind auch die verstreuten glazialen Felsen, Geroéll
und Steine in der sublitoralen Zone (Rheinheimer, 1995). Diese charakteristische
Geographie dient als Hartsubstrat fur die hier untersuchten Makroalgen Fucus
vesiculosus und Fucus serratus.

Abb. 2: in den Versuchen verwendete Organismen, Fucus serratus (links), Fucus vesiculosus (mittig),

Idotea baltica (rechts).

Die baltische Klippassel Idotea baltica (Malacostrata, Isopoda, Pallas 1772) (siehe
Abb.2) wird bis zu 3cm lang, hat einen ovalen abgeflachten Korper. Die Farbe der
Klippasseln variiert stark, von grunlich, rétlich bis braun; der Kérper kann mit oder
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ohne Langsstreifen sein. Wahrend des Tages sitzen Klippasseln gerne auf Seegras
oder Algen, vor allem in F. vesiculosus Bestanden, nachts schwimmen sie aktiv
umher (Koie & Kristiansen, 2001). Der ebenfalls zu den Braunalgen gehorende
Sagetang Fucus serratus (Phaeophyceae, Fucales, Fucaceae, Linnaeus 1753)
(siehe Abb.2) vertragt nur gelegentliches Trockenfallen und wachst somit in etwas
tieferen Bereichen als F. vesiculosus. Der Sagetang kommt in ein bis funf Meter
Wassertiefe in dichten Bestanden vor, gelegentlich auch bis zu zehn Metern (Koie &
Kristiansen, 2001), wenn passendes Hartsubstrat vorhanden ist.

Die fur den ersten Versuch benotigten Fucus vesiculosus Individuen wurden im Mai
2008 nahe Strande, im Uferbereich des Bilker Leuchtturms (54°27°2"°N ;
010°11,870; siehe Abb.1) bei einer Wassertemperatur von 14°C gesammelt und in
Behaltern mit Ostseewasser zu den Klimaraumen des IFM-GEOMAR transportiert.
Dort wurden die Algenindividuen in die Einzelaquarien gesetzt (siehe 2.2
Versuchsaufbau). Die fur den Versuch benétigten Idoteen wurden, aufgrund ihrer
dort erhohten Abundanz, in einer Seegraswiese vor dem Falkensteiner Strand
(54°24°,1"" ; 010°11,2°O; siehe Abb.1) gefangen. Dieses geschah wahrend einer
Ausfahrt mit dem Forschungsschiff ,Polarfuchs® durch mehrmaliges Dredgen. Die
Idoteen wurden in Behaltern mit Ostseewasser zu den Klimardumen des IFM-
GEOMARSs gebracht und wie im Versuchsaufbau beschrieben einen Tag spater als
die Algen in die Einzelaquarien gesetzt (siehe 2.2).

Die fur den zweiten Versuch benétigten Fucus vesiculosus und Fucus serratus
Individuen wurden Anfang September 2008 auch im Bereich des Bilker Leuchtturms
(54°27°2°N ; 010°11,8°0; siehe Abb.1) von Forschungstauchern aus verschiedenen
Wassertiefen gesammelt. Es wurden jeweils finf Replikate von Fucus serratus aus
Om, 1m und 2m Wassertiefe geholt, wahrend Fucus vesiculosus nur in Wassertiefen
von Om und 1m vorkam. Die Algenindividuen wurden separat eingetitet und zum
IFM-GEOMAR transportiert und dort direkt verarbeitet (siehe 2.4.1
Oberflachenextrakte). Die Wassertemperatur zum Zeitpunkt der Probennahme
betrug ca. 18°C.

2.2 Versuchsaufbau

Da die fur den zweiten Versuch verwendeten Algen direkt verarbeitet wurden (s.0),
wird hier nur der Versuchsaufbau des ersten Versuches beschrieben.

Im ersten Versuch sollten die Fucus vesiculosus Individuen zwei Wochen lang bei
funf verschiedenen Temperaturen gehaltert werden, um zu schauen, ob sich die
Temperatur bzw. eine Erhéhung oder Erniedrigung der Temperatur auf die Fouling-
Verteidigung auswirkt. Dazu wurde der Versuch in vier verschiedenen Klimardumen
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(Al112, A105, A116, A07) des IFM-GEOMAR aufgebaut; in einem der Raume (A07)
wurden also zwei verschiedene Temperaturen eingestellt. Vor Versuchsbeginn
wurden pro Temperatur 12 Einzelaquarien (2 Liter, Durchfluss: 0,25L/Std.) aufgebaut.
Diese wurden mit Hilfe von Infusionsschlauchen, die von einem erhdhten
Vorlaufbecken ausgingen, mit gefiltertem Seewasser aus der Kieler Forde versorgt.
Jedes Einzelaguarium hatte eine seperate Sauerstoffversorgung (siehe Abb.3). Um
die Temperaturen so niedrig bzw. so hoch wie moglich einzustellen, wurden
entweder zusatzliche Vorlaufbecken zur Kuhlung (A105, A116) aufgebaut, oder das
Wasser im Vorlaufsystem mit Hilfe von Heizstédben erwarmt (A07). Vor und wahrend
des Versuches wurden folgende Temperaturen in den Einzelaquarien gemessen:
8°C (A105), 12°C (A116), 16°C (A112), 21°C (A07) und 23°C (A07). Die Aquarien
wurden mit einer Lichtintensitat von ca. 70pmol/m?s™ +/- 5umol/m?s™ (Li-Cor 1400)
beleuchtet (Lichtquelle: Osram Fluora L 36 W 177 25xlI, entspricht ca. 14,24 +/- 0,04
W/m?) und ein 16:8 Licht-Dunkelrythmus, wie er im Freiland zur Zeit der
Probennahme existierte, eingestellt. Zur Kontrolle wurden die Temperatur- und
Lichtdaten wahrend des Versuches mit Hilfe von Temperatur- und Lichtloggern
(HOBO-Pendant-Datenlogger) aufgezeichnet (pro Temperatur zwei Logger).

w——,— O — - ———

Iy 4 (mb Al

Abb. 3: Versuchsaufbau beispielhaft fir eine Temperatur; 12 Einzelaquarien pro Temperatur, 6
Replikate, geteilt in unbefressen und befressen (mit Idoteen). Zuséatzlich befanden sich unbelebte

Oberflachen in jedem Aquarium.

Pro Temperatur wurden sechs Replikate, geteilt in jeweils zwei Halften, in die
Einzelaquarien gesetzt (siehe Abb.3). Die eine Halfte wurde nicht befressen
(unbefressen = ohne Idoteen), der andere Teil des Algenindividuums wurde
befressen (befressen = 8 Idoteen pro Aquarium). Die Idoteen wurden einen Tag
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spater in die Aquarien gesetzt als die Algen. Pro Temperatur wurden also sechs
Replikate (geteilt in unbefressen und befressen) gehaltert, insgesamt wurden 60
Einzelaquarien mit Algen (Héalfte befressen, andere Halfte unbefressen) besttickt. Als
unbelebte Oberflachen wurden ausgestanzte Plattchen (Durchmesser: 14mm) aus
transparenter Kopierfolie in die Ecken der Aquarien gehangt. Der Versuch wurde
Uber 14 Tage laufen gelassen, die Plattchen wurden allerdings schon nach 13 Tagen
entfernt; dann erfolgte der Versuchsabbruch.

2.3 Versuchsabbruch

Nach 13 Tagen wurden zun&chst die unbelebten Oberflachen (Plattchen aus
Kopierfolie) aus den Aquarien entfernt, nach 14 Tagen die Algenindividuen. Die fur
den zweiten Versuch verwendeten Algen aus verschiedenen Tiefen wurden direkt
nach dem Sammeln verarbeitet (siehe 2.4.1 Oberflachenextrakte).

2.3.1 unbelebte Oberflachen (Plattchen):

Die unbelebten Oberflachen wurden mit Hilfe einer Pinzette vorsichtig aus den
Aquarien entfernt. Die Plattchen wurden in drei durchsichtige 24 Multiwell-Platten
gelegt, jedes Plattchen in ein eigenes well. Als Kontrollen dienten frisch ausgestanzte
Plattchen, die auch in die Multiwell-Platten gelegt wurden. In jedes mit Plattchen
belegtes well wurden 1,5ml filtriertes, steriles Seewasser (FSW) hinzu gegeben.
Dann wurde zunachst die Absorption (477-491nm) mit Hilfe des Plate Readers (siehe
2.7 Plate Reader Messungen) gemessen, um zu schauen wie viel Licht durch den
vorhandenen Aufwuchs absorbiert wurde. Anschliel3end wurden Abstriche der
Plattchen mit sterilen Q-Tipps gemacht. Diese wurden dann in Eppendorf-tubes mit
1,6ml FSW uberflhrt, verschlossen und fur 10sec. gevortext. Danach wurden je
200ul der jeweiligen Probe, je dreimal repliziert, in schwarze 96 Multiwell-Platten
Uberfuhrt. Dann wurde zuné&chst die Chlorophyll-Fluoreszenz (Ex.: 485nm, Em.:
677nm) mit Hilfe des Plate Readers (siehe 2.7) gemessen. Anschlie3end wurde in
jedes well 50ul Syto9 hinzu gegeben und die Multiwell-Platten abgedunkelt
hingestellt. Nach 15minutiger Einwirkzeit wurde die Syto9-Fluoreszenz (Ex.: 477-
491nm, Em.: 540nm) mit Hilfe des Plate Readers (siehe 2.7) gemessen.

2.3.2 belebte Oberflachen (Algen):

Nach 14 Tagen wurden dann die 60 Algenindividuen (finf verschiedene
Temperaturen, jeweils sechs Replikate, geteilt in unbefressen und befressen) aus
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ihren Aquarien entnommen und separat eingetitet. Dann wurden zunéchst
Oberflachenextrakte nach der ,dipping“- Methode von de Nys et al. (1998), erweitert
von Nylund et al. (2007), von jeder Alge hergestellt (siehe 2.4.1 Oberflachenextrakte).
Anschliel3end wurden von denselben Algenstiicken die Gesamtextrakte hergestellt
(siehe 2.4.2 Gesamtextrakte).

2.4 Herstellung der Extrakte

Von den Algen des ersten Versuches (verschiedene Temperaturen) wurden nach
Versuchsabbruch sowohl Oberflachen- als auch Gesamtextrakte hergestellt. Von den
Algen des zweiten Versuches wurden unmittelbar nach Probennahme lediglich
Oberflachenextrakte hergestellt. Zur Extraktion der Oberflachenmetabolite und der
gesamten Inhaltsstoffe wurde ein Losungsmittel-Gemisch aus Hexan und Methanol
benutzt, um sowohl unpolare als auch polare Substanzen zu extrahieren.

2.4.1 Oberflachenextrakte:

Zur Herstellung des jeweiligen Oberflachenextraktes wurde beim ersten Versuch
(verschiedene Temperaturen), wenn maglich, ca.10g Alge genommen und in einer
Salatschleuder (10 Umdrehungen) so gut wie mdglich vom aufsitzenden Wasser
befreit, also getrocknet und dann gewogen (Frischgewicht der Alge in g). Danach
wurde die jeweilige Alge in ein 1.1 Hexan-Methanol Gemisch (so das die Alge vom
Losungsmittelgemisch umgeben war) eingetaucht und fur 10s extrahiert, ohne die
Zellen der Algenoberflache zu beschadigen. Wéahrend der Extraktionszeit wurde das
Gemisch gut geschittelt, um die zwei Phasen zu mischen. Anschlie3end wurden die
Extrakte abfiltriert und in I6sungsmittelbestandigen Flaschen zwischengelagert
(Kuhlschrank, -20°C). Aus denselben Algenindividuen wurden dann die
Gesamtextrakte (siehe 2.4.2 Gesamtextrakte) hergestellt (de Nys et al., 1998; Nylund
et al., 2007).

Beim zweiten Versuch (verschiedene Tiefen) wurden lediglich Oberflachenextrakte
aus den jeweiligen Algenindividuen hergestellt. Dazu wurden nur die Thallusspitzen
der jeweiligen Algen verwendet. Diese wurden ebenfalls vom anhaftenden Wasser so
gut wie mdglich befreit (Salatschleuder, 10 Umdrehungen). Anschlie3end wurden die
Thallusspitzen ebenso extrahiert wie die Algen (siehe oben). Dann wurden die
Extrakte abfiltriert und in I6sungsmittelbestandigen Flaschen zwischengelagert
(Kuhlschrank, -20°C).

2.4.2 Gesamtextrakte:
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Zur Herstellung der Gesamtextrakte (nur beim ersten Versuch, verschiedene
Temperaturen) wurden die gleichen Algenindividuen verwendet wie zur Herstellung
der Oberflachenextrakte (de Nys et al., 1998; Nylund et al., 2007). Dazu wurde die
jeweilige Alge Uber Nacht in einem 1:1 Hexan-Methanol Gemisch (so das die Alge
vom Losungsmittelgemisch umgeben war) auf dem Schiitteltisch (GFL 3015) bei
maximaler Rotation extrahiert. AnschlieRend wurden die Gesamtextrakte abfiltriert
und ebenso wie die Oberflachenextrakte in I6sungsmittelbestéandigen Flaschen
zwischengelagert (Kuhlschrank, -20°C).

2.5 Verarbeitung der Extrakte

Der jeweilige Extrakt wurde zur weiteren Verarbeitung in einen Rundkolben umgefllit.
Dann wurde das Losungsmittelgemisch mit Hilfe eines Rotationsverdampfers
(Heidolph, Laborota 4000 mit Vakuumkontrolleinheit) bei 30°C vollstandig verdampft.
Das wahrend des Eindampfens benétigte Vakuum wurde mittels einer Vakuum-
Membranpumpe (KNF LAB Laboport) erzeugt. Dann wurden die Rundkolben, an
deren Wanden sich die extrahierten Stoffe befanden, Giber Nacht im Gefriertrockner
bei - 80°C und 10ubar (VirTis Gerfriertrockner und Vacuubrand Pumpe oder CHRIST
Gefriertrockener und Vacuubrand Pumpe) getrocknet, um das restliche Wasser
vollstandig zu entziehen. Danach wurden die Extraktbestandteile in den Kolben mit je
2ml Losungsmittelgemisch (1ml Hexan + 1ml Methanol) angeldst und der jeweilige
Hexananteil verdampft. Der Rest (Extrakt in Methanol) wurde in vorher gewogenen
Vials umgefullt und das restliche Methanol im Konzentrator (Eppendorf, concentrator
5301) komplett verdampft. Anschlie3end wurden die Vials erneut, diesmal mit den
extrahierten Stoffen, gewogen (Vials leer [g] - Vials voll [g] = Extraktmenge [g]).

Die jeweiligen Extraktbestandteile in den Vials wurden dann fur die Bioassays (siehe
2.8) mit den beiden Versuchsorganismen (siehe 2.6) in DMSO angelést. Um das
Volumen an DMSO zu erhalten, mit dem der jeweilige Oberflachen- oder
Gesamtextrakte angeltst werden sollte, wurde zunachst das extrahierte Volumen
berechnet (siehe 2.5.1 Oberflachenextrakte, 2.5.2 Gesamtextrakte), was der
naturliche Konzentration entspricht. In dieser sollten die Extrakte in den Bioassays
verwendet werden. Die Vorversuche (siehe 2.8.1 Vorversuche) zeigten, dass DMSO
in Konzentrationen > 5% toxisch auf die Versuchsorganismen wirkte, daher wurden
die jeweiligen Extraktbestandteile in den Vials mit nur 5% DMSO des zukiinftigen
Gesamtvolumens in den wells, bezogen auf das jeweilige extrahierte Volumen,
angelost. Mit den in DMSO angeldsten Oberflachen- und Gesamtextrakten wurden
dann Ansiedlungs- und Wachstumsversuche mit zwei verschiedenen
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Versuchsorganismen (siehe 2.8 Bioassays) durchgeftihrt, um zu schauen, ob sich die
Extrakte inhibierend auf die Prozesse auswirkten oder nicht.

2.5.1 Oberflachenextrakte:

Um das dazuzugebende Volumen an DMSO zu erhalten, mit welchem die jeweiligen
Oberflachenextrakte angeldst werden sollten, wurde zunéchst die extrahierte
Oberflache der jeweiligen Alge wie folgt berechnet:

Das jeweiliges Frischgewicht der Algen (Va) wurde zun&chst in die entsprechende
Oberflache umgerechnet (1g Alge entspricht ca. 21,5cm? Algenoberflache, laut M.
Wabhl in Absprache mit T. Lachnit) und mit der Extraktionstiefe (Annahme: ca. 30um,
M. Wabhl in Absprache mit T. Lachnit) multipliziert. Daraus resultierte das extrahierte
Volumen (Ve), was annaherungsweise der naturlichen Konzentration der Extrakte
entspricht. Bezogen auf das Gesamtvolumen (siehe 2.8. Bioassays) im zukinftigen
well (z.B.: 50pl = 100%) darf der Anteil an DMSO hochstens 5% betragen, da DMSO
in héheren Konzentrationen toxisch auf die verwendeten Versuchsorganismen wirkte
(siehe 2.8.1 Vorversuche). DMSO- Zugabe [pl] = Ve [ul}/100 x 5 - Menge an DMSO
[ul], mit der der jeweilige Extrakt angeldst wurde. Das zuzugebende Volumen an
DMSO schwankte also mit dem extrahierten Volumen der jeweiligen Alge. Aufgrund
sonst sehr geringer zu pipetierender Extraktmengen (in DMSO geldst) wurden die
Oberflachenextrakte mit FSW ,gestreckt” (Ve - DMSO-Anteil/2). Daraus resultierte
die Zugabe von 25pul Extrakt (in DMSO + FSW gel6st) + 25pl Suspension (Bakterien
oder Diatomeen) pro well (50ul Gesamtvolumen) in den Bioassays (siehe 2.8.2.1
Oberflachenextrakte).

2.5.2 Gesamtextrakte:

Zur Berechnung der DMSO- Zugabe zu dem jeweiligen Gesamtextrakte diente die
Annahme, dass das Frischgewicht der jeweiligen Alge ungeféahr inrem Volumen
(Volumen Alge = Va) und damit dem Extraktionsvolumen entspricht. Vom
Gesamtvolumen (z.B.: 100ul = 100%) in den zukinftigen wells durfte der Anteil an
DMSO hoéchstens 5% betragen (siehe 2.8.1 Vorversuche), da DMSO in héheren
Konzentrationen toxisch auf die Versuchsorganismen wirkte. DMSO- Zugabe [ul] =
Va [ul)/100 x 5 -> Menge an DMSO [ul], mit der der jeweilige Extrakt angelést wurde.
Das zuzugebende Volumen an DMSO schwankte also mit dem extrahierten Volumen
der jeweiligen Alge.
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2.6 Anzucht der Versuchsorganismen fir die Bioassays (Bacillus
aguimaris, Amphora spec.)

Als Versuchsorganismen wurden ein mariner Bakterienstamm (Bacillus aquimaris)
und eine Diatomeenart (Amphora spec.) verwendet. Mit der Wahl dieser
Versuchsorganismen wurde B. aquimaris als Vertreter fir den zweiten Schritt
(bakterielle Besiedlung) und Amphora spec. als Vertreter fur den dritten Schrittes
(Besiedlung durch einzellige Eukaryonten) des Fouling-Sequenz Modells ausgewahlt,
wobei in den Biossays zwischen der Ansiedlung oder dem Festsetzen der
Versuchsorganismen und deren Wachstum unterschieden wurde. Mit den
Versuchsorganismen wurden zunachst Vorversuche (Verdinnungsreihen, DMSO-
Eichreihen) durchgefuhrt, anschlielRend wurden die Oberflachenextrakte beider
Versuche und die Gesamtextrakte des ersten Versuches hinsichtlich ihrer Wirkung
auf das Ansiedlungs- und Wachstumsverhalten der beiden Versuchsorganismen
getestet.

2.6.1 Bacillus aquimaris:

Fur die Anzucht des Bakterienstammes wurde zuné&chst ein Grundmedium (ohne
Agar: 3g Hefe + 5g Pepton auf 1L filtriertes Seewasser) hergestellt. Die Bestandteile
wurden gut durchmischt und auf kleine Erlenmeier-Kolben (pro Kolben ca. 50-100ml)
verteilt und autoklaviert. Nach ausreichender Abkihlung des autoklavierten
Grundmediums wurde dieses mit einer Bacillus aquimaris-Bakterienkultur (aus
Schragagar-Kultur, Grundmedium mit Agar) angeimpft. Dazu wurde eine Impfése 10s
mit Hilfe einer Bunsenbrennerflamme ausgegliht, 20s gewartet (bis zur Abkihlung)
und anschlieRend ein Teil der Zellkultur aus der Schragagar-Kultur entnommen und
zum autoklavierten Medium hinzu gegeben. Auf diese Weise wurden mehrere
Erlenmeyer-Kolben angeimpft, ein Teil des Mediums, welches als Kontrolle dienen
sollte, wurde nicht angeimpft. Die Kolben wurden dann auf einen Schutteltisch
(240rpm) im Inkubator (Sanyo, Incubator MIR — 153) bei 28°C fir 24 Stunden
wachsen gelassen. Fir die Ansiedlungs- bzw. Festsetzungsversuche wurde die tUber
24 Stunden gewachsene Kultur unverdinnt benutzt, fir die Wachstumsversuche
wurde die Kultur 1:10 mit sterilem Seewasser verdiinnt (siehe 2.8 Bioassays).

2.6.2 Amphoraspec.:

Fur die Anzucht der Diatomeenkultur wurde 1L filtriertes Seewasser autoklaviert.
Nach ausreichender Abkiihlung des FSW wurden die funf Losungsbestandteile des
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f/2 Mediums (siehe Anhang, A.1 f/2 Medium) dazu gegeben, sowie 1ml der Amphora-
Stamml6sung.

Das angeimpfte f/2 Medium wurde dann im Klimaraum (16°C) der Hohenbergstr.2 an
eine Sauerstoffversorgung angeschlossen und wachsen gelassen. Fur die
Wachstumsversuche wurde die Kultur 48 Stunden wachsen gelassen, fur die
Ansiedlungsversuche 120 Stunden.

2.7 Plate Reader Messungen

Alle Einstellungen und Messungen am Plate Reader wurden mit Hilfe der Software
MikroWin Hidex 2000 durchgefihrt. Mit Hilfe des Plate Readers (siehe Abb.4) kann
man Messungen der Lumineszenz, Fluoreszenz und Absorption mittels optischer
Filter durchfuhren.

Excitatigps

Abb. 4 : Plate Reader (Hidex, Plate Chameleon V, 425-106 Mulitilabel Counter)

Fur alle Messungen mit dem Plate Reader (Hidex, Plate Chameleon V, 425-106
Multilabel Counter) wurden die Proben in Multiwell-Platten (Brandplates, 24-well
transparent oder 96-well schwarz) einpipettiert. Fir die Absorptionsmessungen (nur
unbelebte Oberflachen, erster Versuch, siehe 2.3.1 unbelebte Oberflachen) wurden
transparente 24-Multiwell-Platten benutzt, in deren wells die Plattchen genau hinein
passten. Die Absorption wurde bei einer Wellenlange von 477-491nm gemessen
(Transmission entspricht 1 — Absorption). Fur alle Fluoreszenzmessungen (siehe 2.8
Bioassays) wurden schwarze 96 Multiwell-Platten verwendet. Die Fluoreszenz-
Messungen wurden bei folgenden Wellenlangen durchgefihrt:

Excitation [nm] Emission [nm]

Chlorophyll-Fluoreszenz 485 677
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Syto9-Fluoreszenz 477-491 540

Tabelle 1: Excitations- und Emissionswellenléngen fur die Fluoreszenz-Messungen mit dem Plate

Reader

Die Unterschiede zwischen Kontrollwells ohne Extrakte und solchen mit Extrakten
sollten bei den Ansiedlungs- und Wachstumsversuchen mit der Diatomee Amphora
spec. ursprunglich mittels Chlorophyll-Fluoreszenz gemessen werden. Bei der ersten
Messung mit den Extrakten zeigte sich aber, dass das Chlorophyll in den
Extraktkontrollen so stark fluoreszierte, dass keine weiteren Aussagen moglich waren.
Deshalb wurden alle wells mit Syto9 angefarbt, so wie bei den Versuchen mit B.
aquimaris und dann gemessen (siehe Tab.1). Es wurde also nur bei den Abstrichen
der unbelebte Oberflachen die Chlorophyll-Fluoreszenz gemessen (siehe 2.3.1
unbelebte Oberflachen). Fur die Messung der relativen Zelldichten von B. aquimaris
und Amphora spec. in den wells nach Abschluss der Biosassays wurden diese mit
Syto9 (Molecular Probes, SYTO Green-Fluorescent Nucleic Acid Stains), einem grin
fluoreszierendem Nukleinsauren-Farbstoff, angefarbt, die Multiwell-Platten im
Dunkeln inkubiert und dann die Fluoreszenz (siehe Tab.1) gemessen.

2.8 Bioassays

Um heraus zu finden, in welchen Zelldichten die Kulturen fir die bevorstehenden
Versuche am besten geeignet sind, wurden verschiedene Vorversuche durchgefihrt.
Zum einen wurden Verdunnungsreihen mit beiden Versuchsorganismen durchgefihrt,
zum anderen DMSO-Eichreihen, um die Toxizitat von DMSO zu Uberprufen.
AulRerdem wurde die Diatomeenkultur mit Syto9 gefarbt, im Dunkeln inkubiert, und
dann zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen, um zu schauen, ob und wann die
Zellen gefarbt wurden, oder ob sie nach verschieden langer Einwirkzeit
unterschiedlich stark fluoreszierten. Die Ergebnisse der Vorversuche werden nicht im
Ergebnisteil dargestellt, sondern in 2.8.1. beschrieben.

Nach den Vorversuchen konnten dann die Algenextrakte aus beiden Versuchen in
ihrer natirlichen Konzentration (siehe 2.5) hinsichtlich ihrer Wirkung auf das
Ansiedlungs- und Wachstumsverhalten der beiden Versuchsorganismen (siehe 2.6)
getestet werden.

2.8.1 Vorversuche:
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Zuerst wurden Verdinnungsreihen mit den Kulturen beider Versuchsorganismen
(Bacillus aquimaris, Amphora spec.) mit FSW (1:10) hergestellt, um zu schauen in
welchen Zelldichten sich diese fur die geplanten Versuche am besten eignen.

Die Anzucht von Bacillus aquimaris erfolgte wie oben (siehe 2.6.1) beschrieben. Die
Uber 24 Stunden in den Erlenmeyer- Kolben gewachsenen Kulturen wurden in einem
grofl3en Kolben vermengt. Dann wurde von der Ausgangskultur eine
Verdunnungsreihe (1:10) mit FSW hergestellt. Anschlie3end wurden die finf
Verdunnungsstufen (unverdinnt bis 1:10000) in eine schwarze 96 Multiwell-Platte
einpipettiert (Gesamtvolumen pro well: 50pl, jeweils 12mal repliziert). Dann wurde zu
allen wells Syto9 (25ul) dazu gegeben, die Platten fir 10 Minuten im Dunkeln
inkubiert und anschlieRend die Fluoreszenz mit Hilfe des Plate Readers (siehe 2.7)
gemessen. Als Kontrollen wurden FSW, Medium, 5%DMSO + FSW (wie in
Oberflachenextrakten), Medium + 5%DMSO + FSW, und die Ausgangskultur der
Bakterien = unverdinnt + 5%DMSO + FSW verwendet. Fur die geplanten
Ansiedlungsversuche mit B. aquimaris wurden die angeimpften Kulturen 24 Stunden
wachsen gelassen und unverdinnt benutzt, wahrend sie fir die Wachstumsversuche
1:10 mit FSW verdunnt wurden. Bei Amphora spec. wurde die angeimpfte Kultur fur
die bevorstehenden Wachstumsversuche 48 Stunden wachsen gelassen, fur die
Ansiedlungsversuche 120 Stunden. Als Kontrollen dienten dieselben wie bei B.
aquimaris, aber entsprechend mit Diatomeen-Suspension statt mit Bakterien-
Suspension.

Um zu schauen, wie lange man die Diatomeen-Suspension farben muss, um ein
gutes Messergebnis zu bekommen (ob und wann die Zellen gefarbt wurden und ob
sie nach verschieden langer Einwirkzeit unterschiedlich stark fluoreszierten), wurde
eine Uber 120 Stunden gewachsene Diatomeenkultur mit Syto9 geféarbt, im Dunkeln
inkubiert, und dann zu verschiedenen Zeitpunkten (10, 20, 30, 40, 50 und 60 Minuten)
die Fluoreszenz gemessen. Hierbei zeigte sich, dass die Zellen schon nach 10
Minuten ausreichend fluoreszierten, und kein grofRer Unterschied zwischen den
Farbezeiten existierte. In den Bioassays mit den Extrakten wurden die wells daher
15 Minuten im Dunkeln inkubiert und dann mit Hilfe des Plate Readers gemessen.
Bei den Eichreihen mit unterschiedlichen Konzentrationen an DMSO zeigte sich bei
beiden Versuchsorganismen, dass Konzentrationen > 5% schadlich fur diese waren.
Deshalb wurden die Extrakte so angelést, dass der Anteil von DMSO am
Gesamtvolumen in den wells héchstens 5% betrug (siehe 2.5 Verarbeitung der
Extrakte).

2.8.2 Extrakte:
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Nach den Vorversuchen und ihren Ergebnissen konnten dann die Extrakte aus den
beiden Versuchen (F. vesiculosus bei verschiedenen Temperaturen, F. serratus und
F. vesiculosus aus verscheidenen Tiefen) hinsichtlich ihrer Wirkung auf das
Ansiedlungs- und Wachstumsverhalten der beiden Versuchsorganismen getestet
werden. Die Durchfuhrung der Bioassays mit den Versuchsorganismen wird nun im
Folgenden dargestellt, zunachst fur die Oberflachenextrakte (beide Versuche) und
anschlie3end fur die Gesamtextrakte (nur erster Versuch). In allen Bioassays wurden
die Extrakte in ihrer nattrlichen Konzentration (siehe 2.5 Verarbeitung der Extrakte)
verwendet.

2.8.2.1 Oberflachenextrakte

Die Oberflachenextrakte beider Versuche wurden hinsichtlich ihrer Wirkung auf das
Ansiedlungs- und Wachstumsverhalten von Bacillus aquimaris und von Amphora
spec. getestet.

Bacillus aquimaris:

Ansiedlungsversuche

Die Uber 24 Stunden gewachsenen Bakterienkulturen (siehe 2.6.1) wurden in einem
Kolben gut vermengt. Anschliel3end wurden zunachst die Kontrollen (FSW, Medium,
Medium mit Bakterien, Medium mit Bakterien + 5%DMSO + FSW, 5%DMSO + FSW,
Extrakte ohne Bakteriensuspension) in die jeweiligen wells (schwarze 96 Multiwell-
Platten) einpipettiert, sowie die Oberflachenextrakte der Algen. Dann wurde die
Bacillus aquimaris-Kultur dazugeben (Gesamtvolumen in den wells: 50ul), die Platten
fur 90 Minuten in den Inkubator gestellt (28°C) und den Bakterien Zeit zur Ansiedlung
gelassen. Danach wurden die Platten vorsichtig auf Papier ausgeklopft und die wells
zweimal mit 100pl FSW gespult. Anschlie3end wurde zu allen wells 25ul Syto9 dazu
geben und die Platten fir 10 Minuten im Dunkeln inkubiert. Dann wurde die
Fluoreszenz mit Hilfe des Plate Readers gemessen.

Wachstumsversuche

Die Uber 24 Stunden gewachsenen Bakterienkulturen (siehe 2.6.1) wurden in einem
Kolben gut vermengt und eine 1:10 Verdinnung mit FSW hergestellt, mit der der
Wachstumsversuch durchgefiihrt wurde. Anschliel3end wurden zunéchst die
Kontrollen (FSW, Medium, Medium mit Bakterien, Medium mit Bakterien + 5%6DMSO
+ FSW, 5%DMSO + FSW, Extrakte ohne Bakteriensuspension) in die jeweiligen
wells (schwarze 96 Multiwell-Platten) einpipettiert, sowie die Oberflachenextrakte der
Algen. Dann wurde die verdinnte Bacillus aquimaris-Kultur dazugeben
(Gesamtvolumen in den wells: 50ul), sowie 50ul Medium. Dann wurden die Platten
fur 24 Stunden in den Inkubator gestellt und den Bakterien Zeit zum wachsen
gegeben. Nach 24 Stunden wurde zu allen wells 25ul Syto9 dazu geben und die
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Platten fur 10 Minuten im Dunkeln inkubiert und anschlieR3end die Fluoreszenz mit
Hilfe des Plate Readers gemessen.

Amphora spec.:

Ansiedlungsversuche

Die Kontrollen (FSW, Medium, Medium mit Diatomeen, Medium mit Diatomeen +
5%DMSO + FSW, 5%DMSO + FSW, Extrakte ohne Diatomeensuspension) wurden
in die jeweiligen wells (schwarze 96-Platten) einpipettiert, sowie die Extrakte und die
Uber 120 Stunden gewachsene Diatomeenkultur (Gesamtvolumen: 50ul). Die Platten
wurden dann fur 5 Stunden in den Klimaraum ins Licht gestellt und den Diatomeen
Zeit zur Ansiedlung gelassen. Dann wurden die Platten vorsichtig auf Papier
ausgeklopft und zweimal mit 100ul FSW gespdlt. Dann wurde zu allen wells 25ul
Syto9 dazu geben, die Platten 15 Minuten im Dunkeln inkubiert und anschliel3end die
Fluoreszenz gemessen.

Wachstumsversuche

Die Kontrollen (FSW, Medium, Medium mit Diatomeen, Medium mit Diatomeen +
5%DMSO + FSW, 5%DMSO + FSW, Extrakte ohne Diatomeensuspension) wurden
in die jeweiligen wells (schwarze 96-Platten) einpipettiert, sowie die Extrakte und die
fur 48 Stunden gewachsene Diatomeenkultur (siehe 2.6.2; Gesamtvolumen pro well:
50ul). Zu den wells wurden je 150ul Medium dazu gegeben und die Platten wurden
dann fur 72 Stunden in den Klimaraum gestellt und den Diatomeen Zeit zum
wachsen gegeben. Nach 72 Stunden wurden zu allen wells 25ul Syto9 dazu
gegeben, die Platten 15 Minuten im Dunkeln inkubiert und anschlieend die
Fluoreszenz gemessen.

2.8.2.2 Gesamtextrakte

Gesamtextrakte wurden nur von den Algen des ersten Versuches (verschiedene
Temperaturen) hergestellt. Diese wurden auf die gleiche Weise wie die
Oberflachenextrakte getestet (siehe 2.8.2.1), mit einigen Abweichungen, die nun im
Folgenden benannt werden. Das Gesamtvolumen in den wells betrug 200!, davon
10pul Extrakt (in DMSO geldst). Gespilt (Ansiedlungsversuche) wurde mit 200ul FSW,
gefarbt mit 50ul Syto9. Ansonsten blieb das Verfahren das Gleiche wie in 2.8.2.1
beschrieben.

2.9 Statistik

Die aus den Bioassays gewonnen Daten wurden anschlie3end auf ihre statistische
Signifikanz hin untersucht. Fur den Temperaturversuch wurde eine 3-faktorielle
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ANOVA (Statistica 8) gefahren. Aufgrund der vielen Behandlungsstufen (5
Temperaturen) und der hohen Anzahl an Replikaten (6 Replikate) ist die ANOVA
recht unempfindlich gegentber der Verletzung der Vorraussetzungen der
Normalverteilung oder Varianzhomogenitat (Underwood, 1990). Dennoch wurden die
Daten zunéchst hinsichtlich ihrer Normalverteilung (Shapiro- Wilk W Test) und
Varianzhomogenitat (Levens-Test) getestet. War keine Normalverteilung oder
Varianzhomogenitat der Daten vorhanden, wurden diese versucht zu transformieren
und anschlieRend erneut auf Normalverteilung und Varianzhomogenitat getestet.
War einer dieser beiden Vorraussetzungen nicht erftllt, wurde das p-Niveau auf 0,01
gesenkt, um die Typ | - Fehlerwahrscheinlichkeit zu minimieren (Underwood, 1990;
Glasby, 1998). Waren signifikante Unterschiede vorhanden, wurden post-hoc Test's
(Tukey-Test) durchgefuhrt, um zu schauen, wo die Unterschiede vorhanden waren.
Fur die statistische Uberpriifung der Ergebnisse des zweiten Versuches (Algen aus
verschieden Tiefen), wurde fir jede Algenart separat eine 2-faktorielle ANOVA
durchgefuhrt, da F. vesiculosus nur in zwei Tiefen (Om, 1m) und F. serratus in drei
Tiefen (Om, 1m, 2m) vorkam. Nicht normalverteilte Daten oder inhomogene
Varianzen wurden transformiert, um die notwendigen Vorraussetzungen zu erfillen.
War eine der beiden Vorraussetzungen nicht erfillt, wurde das p-Niveau auf 0,01
gesenkt (s.0). Waren signifikante Unterschiede vorhanden, wurden post-hoc Test’'s
(s.0) durchgefihrt. Zusatzlich wurden bei beiden Versuchen T-Test’s durchgefihrt.
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3. Ergebnisse

Im Folgenden sollen nun zunéachst die Ergebnisse des ersten Versuches (F.
vesiculosus bei verschiedenen Temperaturen) und anschlie3end die Ergebnisse des
zweiten Versuches (F. serratus und F. vesiculosus aus verschiedenen Tiefen)
dargestellt werden. In allen Abbildungen sind die Mittelwerte der Messwerte
abzuglich der Mittelwerte der Kontrollen, +/- 95% Konfidenzintervall (Cl) dargestellit.
Signifikante Unterschiede zwischen Kontrollwells ohne Extrakten und solchen mit
Extrakten sind mit * gekennzeichnet, signifikante Unterschiede zwischen den
verschiedenen Temperaturen/Tiefen mit kleinen Buchstaben. Unterschiede zwischen
unbelebten Oberflachen aus Aquarien mit unbefressenen Algen und solchen mit
befressenen Algen werden nur im Text erlautert, ebenso Unterschiede zwischen
unbefressenen und befressenen Algen.

3.1 Erster Versuch (verschiedene Temperaturen)

Beim ersten Versuch wurden F. vesiculosus Individuen fur zwei Wochen bei
verschiedenen Temperaturen gehéltert. Von den belebten Oberflachen, den Algen,
wurden sowohl Oberflachen-, als auch Gesamtextrakte (siehe 2.4) hergestellt. Die
Extrakte wurden dann in ihrer nattrlichen Konzentration (siehe 2.5) in Bioassays
(siehe 2.8) auf ihre Wirkung hinsichtlich der Ansiedlung und dem Wachstum der
beiden Versuchsorganismen getestet. Im Folgenden sind die Ergebnisse des ersten
Versuches dargestellt.

3.1.1 Unbelebte Oberflachen (Plattchen):

Wie man in Abb. 5 sehen kann, wurde die Lichtdurchlassigkeit auf den unbelebten
Oberflachen durch den Aufwuchs innerhalb von 13 Tagen um bis zu 10% vermindert.
Wahrend die Transmission bei den niedrigeren Temperaturen (8°C, 12°C) sich nicht
erheblich von denen der Kontrollen zu unterscheiden scheint, so ist dieser Effekt bei
den hoheren Temperaturen doch sehr deutlich wenn auch mit grof3en Fehlerbalken
behaftet. Somit scheint die Temperatur einen Einfluss auf den Besiedlungsdruck zu
haben und somit auf die Menge an Aufwuchs.
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Transmission, unbelebte Oberflachen
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Abb. 5: Verminderung der Lichtdurchlassigkeit durch Aufwuchs auf den unbelebten Oberflachen, die
in den Aquarien der unbefressenen und befressenen Algen hingen (1- Absorption = Transmission;

MW Transmission +/- 95% CI, abziglich MW Kontrolle in [%].).

Die statistische Uberprifung (siehe 2.9) der Ergebnisse zeigte, dass es einen
signifikanten Unterschied (p<0,001) zwischen Kontrollen und Plattchen mit Aufwuchs
gab. Diese waren bei 16°C und 23°C signifikant, in der Abbildung mit *
gekennzeichnet. Auch war ein signifikanter Effekt der Temperatur vorhanden
(p<0,001). Die Plattchen bei 23°C unterschieden sich von allen auf3er denen bei
16°C, wahrend die bei 16°C sich nicht von denen bei 21°C unterschieden, wohl aber
von denen bei 8°C und 12°C. Die Plattchen bei den beiden niedrigen Temperaturen
unterschieden sich nicht von denen bei 21°C und auch nicht von den Kontrollen.
Somit hatte die Temperatur einen signifikanten Effekt auf die Menge an Aufwuchs
(Temp.* V_U, p<0,001).

Die Messung der Chlorophyll-Fluoreszenz (hauptséchlich Diatomeen) der Abstriche
der unbelebten Oberflachen zeigte, dass bei 8°C sehr wenig Chlorophyll, also Algen
vorhanden waren, ebenso bei 12°C (siehe Abb.6). Wesentlich mehr Chlorophyll als
in den Kontrollen scheint auf den unbelebten Oberflachen bei 16°C und 23°C
vorhanden gewesen zu sein.
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Diatomeen, unbelebte Oberflachen
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Abb. 6: Chlorophyll-Fluoreszenz, hauptséchlich Diatomeen, die sich in den Abstrichen von den

unbelebten Oberflachen in den Aquarien der unbefressenen und befressenen Algen befanden.

Die statistische Uberpriifung der Ergebnisse (siehe 2.9) zeigte, dass ein signifikanter
Unterschied (p<0,001) zwischen unbelebten Oberflachen und Kontrollen vorhanden
war. Die Abstriche der Plattchen bei 16°C und die bei 23°C enthielten signifikant
mehr Chlorophyll als die Kontrollen. Auch gab es Unterschiede zwischen den
Temperaturen (p<0,001). Somit hatte die Temperatur einen Einfluss auf die Menge
an Aufwuchs (hauptsachlich Diatomeen): die Abstriche der Plattchen von 23°C und
16°C enthielten signifikant mehr Chlorophyll als die Kontrollen und die Abstriche der
Plattchen bei den anderen Temperaturen. Es ist also der gleiche Trend wie in Abb.5
zu erkennen, somit wurde die Transmission vor allem durch den Aufwuchs an
Diatomeen reduziert.

Um neben den Algen, grof3tenteils Diatomeen, auch die vorhandenen Bakterien zu
erfassen, die sich auf den unbelebten Oberflachen befanden, wurde mit dem DNA-
Farbstoff Syto9 gefarbt (siehe 2.3.1) und anschlie3end die Fluoreszenz aller
gefarbten RNA gemessen, also von vorhandenen Diatomeen und Bakterien. Wie
man in Abb. 7 sehen kann, waren in den Abstrichen der Plattchen, mit Ausnahme
von 8°C unbefressen, mit zunehmender Temperatur mehr Diatomeen und Bakterien
vorhanden als in den Kontrollen. Auch sieht man, dass zumindestens bei 21°C und
23°C auf den Plattchen in den Aquarien der befressenen Algen mehr Aufwuchs
vorhanden war als auf den Plattchen, die in den Aquarien der unbefressenen Algen
hingen. Somit scheint zum einen die Temperatur einen Einfluss auf den
Besiedlungsdruck (mit zunehmender Temperatur nimmt er zu) zu haben. Zum
anderen scheint es auch einen Unterschied zwischen den Plattchen aus befressenen
und solchen aus Aquarien mit unbefressenen Algen zu geben.
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Diatomeen + Bakterien, unbelebte Oberflachen
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Abb. 7: Diatomeen und Bakterien, Syto9-Fluoreszenz der Abstriche, die sich in den Aquarien der

unbefressenen und befressenen Algen befanden.

Die statistische Uberpriifung der Ergebnisse zeigte, dass es signifikante
Unterschiede zwischen unbelebten Oberflachen und Kontrollen (p<0,001), zwischen
den Temperaturen (p<0,001) und zwischen den Plattchen, die in den Aquarien mit
unbefressenen Algen und solchen die in Aquarien der befressenen Algen hingen
(p<0,001), gab. Die Plattchen bei 8°C in den Aquarien der unbefressenen Algen
enthielten nicht mehr Diatomeen und Bakterien als die Kontrollen und unterschieden
sich somit von allen anderen unbelebten Oberflachen. Ebenso war auf den Plattchen
bei 21°C (p=0,0163) und 23°C (p=0,0076), die in den Aquarien der befressenen
Algen hingen, deutlich mehr Diatomeen und Bakterien vorhanden im Vergleich zu
ihren Gegensticken in den Aquarien der unbefressenen Algen (nicht in Abb.7
dargestellt), als auch im Vergleich zu allen anderen unbelebten Oberflachen. Es
unterschieden sich also die Abstriche der Plattchen bei 21°C und 23°C von denen
der anderen Temperaturen, ebenso hatten die Abstriche der Plattchen bei 12°C und
16°C Gemeinsamkeiten, unterschieden sich aber von denen bei 8°C (siehe Abb.7).

3.1.2 Oberflachenextrakte:

B. aquimaris Ansiedlung:

Die Oberflachenextrakte von F. vesiculosus scheinen die Ansiedlung von B.
aquimaris effektiv zu inhibieren. Nur bei den Extrakten der unbefressenen Algen bei
8°C ist dieser Effekt nicht eindeutig zu erkennen, da der Fehlerbalken sehr grof3 ist
(siehe Abb.8). Man kann keinen eindeutigen Trend erkennen, ob die Algenextrakte
der unbefressenen oder der befressenen Individuen starker inhibitorisch auf die
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Ansiedlung von B. aquimaris wirkten. Ebenso ist kein eindeutiger Effekt der
Temperatur auf die Starke der Verteidigung zu erkennen.

Fouling-Verteidigung bei verschiedenen Temperaturen,
B. aquimaris Ansiedlung (90 Min.)
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Abb. 8: Fouling-Verteidigung von F. vesiculosus bei verschiedenen Temperaturen,

Oberflachenextrakte, getestet gegen die Ansiedlung (90 Min.) von B. aquimaris.

Die statistische Uberpriifung (siehe 2.9) der Ergebnisse zeigte, dass es einen
signifikanten (p<0,001) Unterschied zwischen Kontrollwells ohne Extrakten und
solchen mit Extrakte gab. T-Test’s zeigten, dass nur bei den Extrakten der
unbefressenen Algen bei 8°C kein signifikanter Unterschied (p=0,1027) zwischen
Kontrollwells und solchen mit Algenextrakte vorhanden war. Der Effekt der
Temperatur (p=0,045) und von befressen und unbefressen (p=0,015) verschwand
aufgrund der Absenkung des p-Niveaus auf 0,01 (keine Normalverteilung der Daten
erreicht). Also inhibierten alle Oberflachenextrakte, mit Ausnahme der von 8°C
unbefressen, die Ansiedlung von B. aquimaris (siehe Abb.8).

B. aquimaris Wachstum:

Das Wachstum von B. aquimaris wurde durch die Oberflachenextrakte von F.
vesiculosus, ebenso wie das Festsetzen, deutlich inhibiert. Es ist kein Unterschied
zwischen den Extrakten der unbefressenen und befressenen Algen zu erkennen. Die
Starke der Verteidigung scheint mit den verschiedenen Temperaturen etwas zu
variieren, es ist aber kein eindeutiger Trend erkennbar (siehe Abb.9).
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Fouling-Verteidigung bei verschiedenen Temperaturen,
B.agquimaris Wachstum (24 Std.)
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Abb. 9: Fouling-Verteidigung von F. vesiculosus bei verschiedenen Temperaturen,

Oberflachenextrakte, getestet gegen das Wachstum (24 Std.) von B. aquimaris.

Die statistische Uberpriifung der Ergebnisse zeigte, dass alle Oberflachenextrakte
signifikant (p<0,001) inhibierend auf das Wachstum von B. aquimaris wirkten. Auch
hatte die Temperatur einen signifikanten Effekt (p=0,008) auf die Starke der
Verteidigung: die Algen bei 21°C waren nicht so stark verteidigt wie die bei 23°C
(siehe Abb.9).

Amphora spec. Ansiedlung:

In Abb. 10 kann man erkennen, dass alle Algenextrakte inhibierend auf die
Ansiedlung von Amphora spec. wirkten. Die Temperatur scheint keinen bedeutenden
Einfluss auf die Starke der Verteidigung zu haben.

Fouling-Verteidigung bei verschiedenen Temperaturen,
Amphoraspec. Ansiedlung (5 Std.)
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Abb. 10: Fouling-Verteidigung von F. vesiculosus bei verschiedenen Temperaturen,

Oberflachenextrakte, getestet gegen die Ansiedlung (5 Std.) von Amphora spec..
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Die statistische Uberpriifung (siehe 2.9) der Ergebnisse zeigte, dass alle
Oberflachenextrakte, sowohl die der unbefressenen Algen als auch die der
befressenen Algen, die Ansiedlung von Amphora spec. signifikant (p<0,001)
inhibierten. Auch hatte die Temperatur einen signifikanten Effekt (p=0,005) auf die
Starke der Verteidigung: die Algenextrakte der Algen bei 8°C waren weniger stark
verteidigt als die bei 12°C (siehe Abb.10).

Amphora spec. Wachstum:

Das Wachstum von Amphora spec. scheint, wenn tberhaupt, nur bei 8°C, 16°C und
23°C inhibiert zu werden, wobei es keinen Unterschied zwischen den Algenextrakten
der befressenen und unbefressenen Algen zu geben scheint.

Fouling-Verteidigung bei verschiedenen Temperaturen,
Amphora spec. Wachstum (drei Tage)
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Abb. 11: Fouling-Verteidigung von F. vesiculosus bei verschiedenen Temperaturen,

Oberflachenextrakte, getestet gegen das Wachstum (drei Tage) von Amphora spec..

Die statistische Uberprifung (siehe 2.9) der Ergebnisse zeigte keine signifikanten
Unterschiede zwischen Kontrollwells und solchen mit Algenextrakten, wohl aber dass
sich 8°C befressen, 21°C befressen und 12°C unbefressen sich von den anderen
unterschieden (p=0,002). Die T-Test’s zeigten auch, dass nur bei 21°C, 12°C und
8°C befressen keine signifikanten Unterschiede (p>0,05) zwischen Kontrollen und
Extrakten vorhanden waren. Somit kann man sagen, dass wenn Uberhaupt nur die
Oberflachenextrakte der Algen bei 8°C unbefressen, sowie bei 16°C und 23°C
inhibierend auf das Wachstum von Amphora spec. wirkten. Es ist also kein
eindeutiger Trend zu erkennen.
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3.1.3 Gesamtextrakte:

B. aquimaris Ansiedlung:

Die Gesamtextrakte von F. vesiculosus scheinen das Festsetzen bzw. die
Ansiedlung von B. aquimaris deutlich inhibiert zu haben. Dabei scheint es keinen
Unterschied zwischen den verschiedenen Temperaturen sowie zwischen
unbefressenen und befressenen Algen zu geben (siehe Abb.12).

Fouling-Verteidigung bei verschiedenen Temperaturen,
B. aquimaris Ansiedlung (90 Min.)

@ unbefressen

-150000 4 B befressen

-200000

Fluoreszenz, MW +/- 95% ClI,
abzuglich MW Kontrolle

-250000

Abb. 12: Fouling-Verteidigung von F. vesiculosus bei verschiedenen Temperaturen, Gesamtextrakte,

getestet gegen die Ansiedlung (90 Min.) von B. aquimaris.

Die statistische Uberpriifung (siehe 2.9) der Ergebnisse zeigte, dass ein signifikanter
Unterschied (p<0,001) zwischen Kontrollwells und solchen mit Algenextrakte
vorhanden war. Die T-Test’s zeigten zudem das alle Extrakte, sowohl befressenen
als auch unbefressenen Algen, gleichermalien inhibitorisch auf die Ansiedlung von B.
aquimaris wirkten. Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen den
verschiedenen Temperaturen und den Extrakte der befressenen und unbefressenen
Algen. Vergleicht man dieses mit der Wirkung der Oberflachenextrakte (siehe Abb.8),
kann man sagen, dass die Gesamtextrakte die Ansiedlung von B. aquimaris starker
inhibierten als die Oberflachenextrakte.

B. aquimaris Wachstum:

Auch das Wachstum von B. aquimaris scheint durch die Gesamtextrakte von F.
vesiculosus bei allen Temperaturen inhibiert worden zu sein, wobei es keinen
Unterschied zwischen den Temperaturen oder den Extrakte der befresssenen und
unbefressenen Algen zu geben scheint (siehe Abb.13).
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Fouling-Verteidigung bei verschiedenen Temperaturen,
B. aguimaris Wachstum (24 Std.)

@ unbefressen
| befressen

Fluoreszenz, +/- 95% CI
abziglich MW Kontrolle

-250000

verschiedene Temperaturen

Abb. 13: Fouling-Verteidigung von F. vesiculosus bei verschiedenen Temperaturen, Gesamtextrakte,

getestet gegen das Wachstum (24 Std.) von B. aquimaris.

Die statistische Uberpriifung (siehe 2.9) der Ergebnisse zeigte, dass der
wachstumsinhibierende Effekt signifikant (p<0,001) war. T-Test’s zeigten, dass alle
Extrakte gleichermal3en inhibitorisch auf das Wachstum von B. aquimaris wirkten. Es
war kein Unterschied zwischen befressenen und unbefressenen Algenextrakten
vorhanden, ebenso waren keine Unterschiede zwischen den Temperaturen
vorhanden. Im Vergleich zur Wirkung der Oberflachenextrakte auf das Wachstum
von B. aquimaris (siehe Abb.9) kann man sagen, dass die Gesamtextrakte starker
inhibierend wirkten als die Oberflachenextrakte.

Amphora spec. Festsetzen:

Die Ansiedlung der Diatomee Amphora spec. scheint auch effektiv durch die
Gesamtextrakte von F. vesiculosus inhibiert zu werden. Bei den niedrigen
Temperaturen (8°C, 12°C) scheinen die Extrakte der unbefressenen Algen starker
inhibierend gewirkt zu haben als die der befressenen Algen. Bei den héheren
Temperaturen war dies anders herum und die Algenextrakte der befressenen Algen
scheinen die Ansiedlung von Amphora spec. starker inhibiert zu haben (siehe
Abb.14). Es ist also kein eindeutiger Trend zwischen den Extrakten der
unbefressenen und befressenen Algen zu erkennen, auch nicht zwischen den
verschiedenen Temperaturen.
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Fouling-Verteidigung bei verschiedenen Temperaturen,
Amphora spec. Ansiedlung (5 Std.)

0 - T T
-1000 A
-2000 ~
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x K

-4000 > S

@ unbefressen
| befressen

Fluoreszenz, MW +/-
95% Cl, abziglich MW
Kontrolle

-5000
verschiedene Temperaturen

Abb. 14: Fouling-Verteidigung von F. vesiculosus bei verschiedenen Temperaturen, Gesamtextrakte,

getestet gegen die Ansiedlung (5 Std.) von Amphora spec..

Die statistische Uberpriifung der Ergebnisse bestatigte den ersten Eindruck, dass die
Gesamtextrakte die Ansiedlung von Amphora spec. singnifikant (p<0,001) inhibierten.
T-Tests zeigten das alle Gesamtextrakte, sowohl der unbefressenen als auch der
befressenen Algen, diesen Effekt hatten. Es war kein signifikanter Unterschied
zwischen den Extrakte der befressenen und unbefressenen Algen vorhanden,

ebenso hatte die Temperatur keinen Effekt auf die Verteidigung. Die Gesamtextrakte
wirkten starker inhibierend auf die Ansiedlung von Amphora spec. als die
Oberflachenextrakte (siehe Abb.10).

Amphora spec. Wachstum:

Wie man in Abb. 15 sehen kann, scheinen die Gesamtextrakte von F. vesiculosus
eher forderlich fir das Wachstum von Amphora spec. gewesen zu sein, abgesehen
von den Extrakten bei 23°C, wo dieser Effekt nicht deutlich erkennbar ist.
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Fouling-Verteidigung bei verschiedenen Temperaturen, Amphora spec.
Wachstum (drei Tage)
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Abb. 15: Fouling-Verteidigung von F. vesiculosus bei verschiedenen Temperaturen, Gesamtextrakte,

getestet gegen das Wachstum (drei Tage) von Amphora spec..

Die statistische Uberpriifung (siehe 2.9) der Ergebnisse zeigte, dass es signifikante
Unterschiede (p<0,001) zwischen Kontrollwells ohne Extrakten und solchen mit
Extrakten gab. T-Test’s zeigten, dass die Unterschiede bei 8°C befressen (p=0,0142),
12°C unbefressen (p=0,0422), 16°C befressen (p=0,009), sowie bei 23°C
unbefressen (p=0,0161) und befressen (p=0,0018) signifikant waren. Somit waren
die Extrakte signifikant forderlich fir das Wachstum von Amphora spec., wobei bei
23°C befressen nicht klar ist ob der Unterschied darauf beruht das ein forderlicher
Effekt auf das Wachstum vorhanden war (siehe Abb.15) oder ein inhibierender. Es
war auch ein Effekt der Temperatur vorhanden: die Extrakte von 8°C und 12°C
unterschieden sich von denen bei 16°C. Die statistische Uberpriifung der Ergebnisse
bezuglich der Wirkung der Extrakte auf das Wachstum von Amphora spec. waren
somit eher verwirrend. Man kann aber sagen, dass die Gesamtextrakte von F.
vesiculosus das Wachstum der Diatomeen nicht inhibierten.

Wahrend die Oberflachenextrakte das Wachstum von Amphora spec. (siehe Abb.11)
tendenziell eher inhibierten, zeigten die Gesamtextrakte eine forderliche Wirkung auf
das Wachstum von Amphora spec.

3.2 Zweiter Versuch (verschiedene Tiefen)

Beim zweiten Versuch (Algen aus verschiedenenTiefen) wurden nur
Oberflachenextrakte der Algen (F. serratus aus Om, 1m, 2m; F. vesiculosus aus Om,
1m, siehe 2.4.1) hergestellt und diese in ihrer nattrlichen Konzentration (siehe 2.5
Verarbeitung der Extrakte) auf die gleiche Weise getestet wie die Algenextrakte des
ersten Versuches (siehe 2.8 Bioassays). Da F. serratus in drei Tiefen und F.
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vesiculosus in nur zwei Tiefen vorkam, wurde die statistische Uberpriifung (siehe 2.9)
der Ergebnisse fur jede Alge seperat durchgefuhrt. Im Folgenden sind die
Ergebnisse des zweiten Versuches dargestellt.

B. aquimaris Ansiedlung:

F. vesiculosus scheint in beiden vorkommenden Tiefen gut gegen die Ansiedlung
von B. aquimaris verteidigt gewesen zu sein, wahrend dies fur F. serratus nurin O
Metern so zu sein scheint. Bei F. serratus scheint die Verteidigung mit zunehmender
Tiefe abzunehmen, wahrend sie bei F. vesiculosus annahernd gleich zu bleiben
scheint (siehe Abb.16).

Fouling-Verteidigung in verschiedenen Tiefen,
B. aquimaris Ansiedlung (90 Min.)
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Abb. 16: Fouling-Verteidigung von F. serratus und F. vesiculosus in verschiedenen Tiefen,

Oberflachenextrakte, getestet gegen die Ansiedlung (90 Min.) von B. aquimaris.

Die ANOVA (siehe 2.9) zeigte fur F. serratus keinen signifikanten Unterschied
(p>0,05) zwischen Kontrollwells ohne Extrakten und solchen mit Algenextrakten. Bei
F. vesiculosus war dieser Unterschied hingegen signifikant (p<0,001). T-Test’s
bestétigten den signifikanten Unterschied zwischen Kontrollwells und solchen mit
Algenextrakten fur F. vesiculosus in beiden Tiefen, zeigten aber auch einen
signifikanten Unterschied (p=0,0028) zwischen Kontrollwells und solchen mit
Extrakten von F. serratus in 0 Meter Tiefe. Somit kann man sagen, dass F.
vesiculosus in beiden Tiefen gegen die Ansiedlung von Bacillus aquimaris verteidigt
war, wahrend man dies fur F. serratus wenn nur fir O Meter Tiefe behaupten kann.
Die Tiefe hatte bei beiden Algenarten keinen Effekt auf die Verteidigung.

B. aquimaris Wachstum:
Das Wachstum von B. aquimaris wurde durch die Oberflachenextrakte beider
Algenarten inhibiert. Bei F. serratus scheint die Verteidigung mit zunehmender Tiefe
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abzunehmen, bzw. in zwei Meter Tiefe nicht mehr vorhanden zu sein. Dagegen
scheint F. vesiculosus in beiden vorkommenden Tiefen gut verteidigt gewesen zu
sein (siehe Abb.17).

Fouling-Verteidigung in verschiedenen Tiefen,
B. aguimaris Wachstum (24 Std.)
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Abb. 17: Fouling-Verteidigung von F. serratus und F. vesiculosus in verschiedenen Tiefen,

Oberflachenextrakte, getestet gegen das Wachstum (24 Std.) von B. aquimaris.

Die statistische Uberprifung (siehe 2.9) der Ergebnisse zeigte, dass F. vesiculosus
das Wachstum von B. aquimaris signifikant (p<0,001) inhibiert. Die Tiefe hatte bei F.
vesiculosus keinen Effekt auf die Verteidigung. F. serratus war ebenfalls signifikant
verteidigt (p<0,001), aber nur in 0 und 1 Meter Tiefe, hier hatte also die Tiefe einen
Effekt auf die Verteidigung (p=0,009). Beide Algenarten waren also in den ersten
beiden Tiefen gegen das Wachstum von B. aquimaris verteidigt bzw. inhibierten es,
nur F. serratus aus zwei Metern Tiefe nicht. Bei F. serratus hatte die Tiefe also einen
Effekt auf die Starke der Verteidigung (nimmt mit zunehmender Tiefe ab), bei F.
vesiculosus nicht.

Amphora spec. Ansiedlung:

Gegen das Festsetzen von Amphora spec. scheinen beide Algenarten in allen Tiefen
gut verteidigt gewesen zu sein, wenn man Uber den gro3en Fehlerbalken bei F.
serratus in 1 Meter Tiefe hinweg sieht, wobei kein Unterschied zwischen den
verschieden Tiefen vorhanden zu sein scheint (siehe Abb.18).

39



Fouling-Verteidigung in verschiedenen Tiefen,
Amphora spec. Ansiedlung (5 Std.)
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Abb. 18: Fouling-Verteidigung von F. serratus und F. vesiculosus in verschieden Tiefen,

Oberflachenextrakte, getestet gegen die Ansiedlung (5 Std.)von Amphora spec..

Die statistische Uberpriifung der Ergebnisse (siehe 2.9) bestéatigte, dass beide
Algenarten signifikant (p<0,001) das Festsetzen von Amphora spec. inhibierten. Die
T-Test’s zeigten aber auch, dass fur F. serratus in 1 Meter Tiefe kein signifikanter
Unterschied (p=0,4964) zwischen Kontrollwells und solchen mit Algenextrakten
vorhanden war, vermutlich aufgrund des grof3en Fehlerbalkens. Bei beiden
Algenarten waren keine Unterschiede zwischen den verschiedenen Tiefen
vorhanden, somit hatte diese keinen Effekt auf die Verteidigung.

Amphora Wachstum:

Bei der Uberprifung welche Wirkung die Algenextrakte auf das Wachstum von
Amphora spec. hatten, zeigte sich das die Extrakte beider Algenarten eher férderlich
fir das Wachstum der Diatomeen waren. Wahrend dieser Trend fur F. serratus
eindeutig war und mit zunehmender Tiefe zuzunehmen schien, kann man dies fir F.
vesiculosus nicht behaupten (siehe Abb.19). Hier scheinen wenn nur die Extrakte
aus 0 Meter Tiefe einen wachstumsférdernden Effekt gehabt zu haben, wahrend die
Extrakte der Individuen aus 1 Meter Tiefe keinen Effekt auf das Wachstum von
Amphora spec. hatten.

40




Fouling-Verteidigung in verschiedenen Tiefen,
Amphora spec. Wachstum (drei Tage)
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Abb. 19: Fouling-Verteidigung von F. serratus und F. vesiculosus in verschiedenen Tiefen,

Oberflachenextrakte, getestet gegen das Wachstum (drei Tage) von Amphora spec..

Bei F.serratus war ein signifikanter Unterschied (p<0,001) zwischen Kontrollwells
ohne Extrakten und solchen mit Extrakten der Algen vorhanden (siehe Abb.19). Die
Algenextrakte waren somit forderlich fir das Wachstum von Amphora spec.; die Tiefe
hatte keinen Effekt. Bei F.vesiculosus war kein signifikanter Unterschied (p>0,05)
zwischen Kontrollwells und solchen mit Algenextrakte vorhanden. Der Effekt der
Tiefe (p=0,037) verschwand aufgrund (keine Normalverteilung gegeben) der
Absenkung des p-Niveaus auf 0,01 (siehe 2.9). Die Extrakte von F. vesiculosus
hatten also keinen Effekt auf das Wachstum von Amphora spec., wahrend die
Extrakte von F. serratus das Wachstum von Amphora spec. eindeutig verstarkten.
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4. Diskussion

Im Folgenden sollen die Ergebnisse beider Versuche zusammengefasst und
diskutiert, sowie aufgetretene Probleme erlautert werden.

4.1 Effekt der Tiefe auf die Fouling-Verteidigung

Im zweiten Versuch wurden Oberflachenextrakte von F. serratus und F. vesiculosus
aus verschiedenen Tiefen hergestellt. Diese wurden dann in ihrer natirlichen
Konzentration hinsichtlich ihrer Wirkung auf die Ansiedlung und das Wachstum der
beiden Versuchsorganismen getestet. Fir F. vesiculosus ergibt sich ein recht
eindeutiges Bild, ndmlich dass dieser in beiden vorkommenden Tiefen (Om, 1m) gut
gegen die Ansiedlung beider Versuchsorganismen verteidigt war. Das Wachstum
dagegen wurde nur bei B. aquimaris inhibiert, nicht aber bei Amphora spec.. Die
Tiefe hatte keinen Effekt auf die Fouling-Verteidigung bei F. vesiculosus. Fur F.
serratus ergibt sich ein etwas anderes Bild: nur die Oberflachenextrakte der Algen
aus 0 Metern Tiefe inhibierten wenn tberhaupt (siehe Abb.16) die Ansiedlung von B.
aquimaris. Das Wachstum von B. aquimaris wurde in 2 Metern Tiefe nicht inhibiert.
Wahrend die Ansiedlung von Amphora spec. in Anwesenheit der Extraktbestandteile
signifikant inhibiert wurde, mal abgesehen von dem grof3en Fehlerbalken in 1 Meter
Tiefe, wurde das Wachstum der Diatomee durch die Prasenz der Extrakte dagegen
signifikant verstarkt (siehe Abb.19) im Vergleich zu den Kontrollen ohne Extrakten.
Leider war kein direkter statistischer Vergleich der Fouling-Verteidigung beider Algen
miteinander moglich, da F. vesiculosus nur in zwei und F. serratus in drei Tiefen
vorhanden war.

Man weil3, dass der Fouling- Druck mit Lokalitat, der Jahreszeit und Wassertiefe
variiert (Wahl, 1989). Wahrend der bakterielle Aufwuchs sich mit zunehmender Tiefe
nicht verandern oder abnehmen wird, kann man mit zunehmender Tiefe eine
Abnahme des Diatomeen-Bewuchses aufgrund der abnehmenden Lichtintensitat
erwarten. Aufgrund dessen sollten Algen in flacheren Wassertiefen besser gegen
Diatomeen verteidigt sein als tiefer wachsende Algen, wahrend man davon
ausgehen kann, dass die Starke der Verteidigung der Algen gegen bakteriellen
Aufwuchs sich zwischen verschiedenen Tiefen nicht unterscheidet.

Diese Erwartungen wurden durch die Ergebnisse nicht bestétigt. Bei F. serratus war
ein Effekt der Tiefe bezlglich der bakteriellen Besiedlung von B. aquimaris
vorhanden, aber nicht auf die der Diatomeen. Bei F. vesiculosus war kein Effekt der
Tiefe auf die Fouling-Verteidigung vorhanden. Dieses widerspricht also den oben
genannten Erwartungen und kénnte somit auch ein Grund fur den starken Ruckgang
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der Algen aus der litoralen Makroalgen-Gemeinschaft sein. Die Tiefenverbreitung von
F. vesiculosus wird vor allem durch die Lichtverfligbarkeit bestimmt (Kautsky et al.,
1986). Die Biomasse von F. vesiculosus ist in den letzten drei Jahrzehnten um bis zu
95% der Biomasse zuriickgegangen (Schramm & Nienhuis, 1996). Es ist bekannt,
dass dieser starke Ruckgang der F. vesiculosus- Populationen auf die zunehmende
Eutrophierung (Kautsky et al., 1986, Koie & Kristiansen, 2001; Vogt & Schramm,
1991) zurickzufuhren ist und der dadurch bedingten Abnahme der Transparenz der
Wassersaule (Kautsky et al., 1986). Durch Eutrophierungsprozesse wird vor allem
das Wachstum schnell wachsender Mikroalgen (z.B. Amphora spec.) und Epibionten
gefordert, die zu einer schnellen Nahrstoffaufnahme befahigt sind (Korpinen et al.,
2007). Die Ergebnisse zeigen, dass die beiden untersuchten Algen nicht gegen das
Wachstum von Amphora spec. verteidigt waren. Da die siedlungshemmende
Wirkung der Extrakte nicht 100%ig war, kdnnen die festgesetzten Diatomeen
wachsen. Der Beschattungseffekt durch Epibionten (Sand-Jensen & Revsbech,
1987), fuhrt zu einer Reduzierung des verfugbaren Lichtes fur den Basibionten (siehe
auch Abb.5). Dieses kann zu einer Einschrankung der Photosynthese (Littler & Littler,
1999) fuhren und das Wachstum der Alge reduzieren (Honkanen & Jormalainen,
2005). Von F. vesiculosus ist bekannt, dass die tatsachliche Tiefenverbreitung nicht
der physiologisch mdglichen Tiefenverbreitung entspricht (Rohde, 2007). Die
Ergebnisse unterstlitzen die Vermutung, dass wahrscheinlich biotischer Stress
ausschlaggebend fur die Tiefenzonierung von F. vesiculosus ist (Rohde, 2007;
Korpinen et al., 2007).

4.2 Einfluss der Temperatur auf die Fouling-Verteidigung

Im ersten Versuch wurden F. vesiculosus Individuen fur zwei Wochen bei
verschiedenen Temperaturen gehéltert. Anschliel3end wurden sowohl Oberflachen-
als auch Gesamtextrakte hergestellt und diese dann in ihrer nattrlichen
Konzentration hinsichtlich ihrer Wirkung auf die Ansiedlung und das Wachstum der
beiden Versuchsorganismen getestet. Die Ergebnisse des ersten Versuches zeigen
ein recht dhnliches Bild wie die Ergebnisse des zweiten Versuches. So inhibierten
sowohl die Oberflachen- als auch die Gesamtextrakte von F. vesiculosus bei allen
Temperaturen signifikant die Ansiedlung beider Versuchsorganismen (siehe Abb.8,
10, 12, 14). Ein wachstumshemmender Effekt war nur bei B. aquimaris zu erkennen
(siehe Abb.9, 13), wahrend das Wachstum von Amphora spec. durch die
Oberflachenextrakte nicht gehemmt (siehe Abb.11) und durch die Gesamtextrakte
(siehe Abb.15) sogar geférdert wurde. Insgesamt waren die Inhaltsstoffe der
Gesamtextrakte starker ansiedlungs- und wachstumshemmend (oder

43



wachstumsfordernd im Falle von Amphora spec.) als die Oberflachenextrakte. Da die
Bestandteile der Gesamtextrakte wahrscheinlich nicht in diesen Konzentrationen an
der Oberflache der Alge vorhanden sind, lasst sich mit Hilfe der Wirkung der
Gesamtextrakte keine dkologisch relevante Aussage Uber die Verteidigung gegen
Fouling machen (de Nys et a., 1998; Nylund et al., 2007). Aus diesem Grund wurden
im zweiten Versuch keine Gesamtextrakte der Algen hergestellt. Die statistische
Uberprufung der Ergebnisse des ersten Versuches ergab, dass es Unterschiede
zwischen den verschiedenen Temperaturen gab (siehe Abb.9, 10, 15), insgesamt
konnte man aber kein eindeutigen Effekt der Temperatur auf die Fouling-
Verteidigung von F. vesiculosus erkennen.

Es gab auch keinen Unterschied in der Fouling-Verteidigung zwischen
unbefressenen und befressenen Algen. Der Aspekt der Fral3verteidigung wurde aus
zweierlei Grinden mit in den Versuch einbezogen. Einerseits bot sich dieses aus
praktischen Griinden an, da sich eine parallel durchgefiihrte Diplomarbeit (siehe
Oschmann, 2009) mit der induzierbaren Frafdverteidigung unter Temperaturstress
beschaftigte. So konnte der Versuchsaufbau gemeinsam geplant und durchgefuhrt
werden. Andrerseits konnte so die Hypothese von Jormalainen et al. (2008), dass die
Verteidigung gegen Fouling und Fral3 miteinander gekoppelt sind, Gberprift werden.
Die Temperatur hatte keinen Effekt auf die Verteidigung gegen Fouling (s.0), wohl
aber auf die Verteidigung gegen Frafl3 (Rohde, 2007, Oschmann, 2009). Rohde
(2007) fand heraus, dass die FralRverteidigung von F. vesiculosus bei einer
Temperatur von 20°C zusammenbricht. Eine Uberprifung dieser Aussage von
Oschmann (2009) zeigte, dass nicht die 20°C - Marke entscheidend fir den
Zusammenbruch der Verteidigung war, sondern vielmehr der grol3e
Temperatursprung. Die An- oder Abwesenheit von Grazern wie Idotea baltica hatte
also, ebenso wie die Temperatur, keinen Effekt auf die Fouling-Verteidigung von F.
vesiculosus. Somit kdnnte man vermuten, dass die Verteidigung gegen Fouling nicht
mit der Verteidigung gegen Fral3 gekoppelt ist, sondern dass diese unabhangig
voneinander zu betrachten sind. Dieses wurde auch sinnvoll sein, da die
Verteidigung gegen Fral3 nur auf Bedarf hin, also wenn Grazer vorhanden sind,
aktiviert wird (Induktion der Verteidigung durch Herbivore, z.B.: Rohde 2004, 2007).
Da vor allem Bakterien aber allgegenwartig sind (Rheinheimer, 1995), macht es Sinn
wenn die Verteidigung gegen Fouling konstitutiv, also immer vorhanden, ist.

Diese Vermutung wird durch die Ergebnisse der unbelebten Oberflachen, die Uber
die Dauer des Versuches in den Aquarien platziert wurden, unterstitzt. Sie zeigen,
dass der Besiedlungsdruck mit steigender Temperatur zunahm und der Aufwuchs die
Transmission bei den hohen Temperaturen um bis zu 10% reduzierte. Man kdnnte
also erwarten, dass die Algen bei hoheren Temperaturen besser oder starker gegen
Fouling verteidigt sind, da der Foulingdruck hier héher ist. Dieses war aber nicht der
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Fall, es war kein eindeutiger Effekt der Temperatur auf die Verteidigung gegen
Fouling zu beobachten.

Vergleicht man die Ergebnisse beider Versuche miteinander, so ergeben sich einige
Ubereinstimmungen: alle Extrakte inhibierten die Ansiedlung beider
Versuchsorganismen und das Wachstum von B. aquimaris. Das Wachstum von
Amphora spec. wurde wenn tberhaupt von den Oberflachenextrakten von F.
vesiculosus im ersten Versuch inhibiert, die Oberflachenextrakte von F. vesiciulosus
des zweiten Versuches zeigten keine inhibierende Wirkung auf das Wachstum.
Wahrend die Gesamtextrakte von F. vesiculosus eher forderlich auf das Wachstum
von Amphora spec. wirkten, war dieses bei den Oberflachenextrakten von F. serratus
ganz sicher so. Es scheint also so zu sein, dass die Inhaltsstoffe der Extrakte die
verschiedene Stadien der Besiedlung (Ansiedlung, Wachstum) der beiden
Versuchsorganismen unterschiedlich stark beeinflussten und nicht den
Besiedlungsprozess an sich. Dieses wurde zum Beispiel fir die bakterielle
Besiedlung von Delisea pulchra, einer Rotalge, gezeigt (Maximilien et al., 1995,
1998). Maximilien et al. (1995, 1998) zeigte, dass die von der Alge isolierten
Bakterien sich zwar schneller ansiedeln konnten als wirtsfremden Bakterien, aber ihr
anschlielRendes Wachstum und die Ausbreitung Uber die Oberflache stark inhibiert
wurde. Dieses konnte erklaren warum wirtsfremde Bakterien nicht auf der
Algenoberflache vorhanden sind und die wirtseigenen Bakterienstamme nur in
begrenzter Abundanz. Es ist bekannt, dass die von Delisea pulchra produzierten
Furanone strukturell den Signalmolekilen des AHL-Regulationssystems, mit deren
Hilfe gramnegative Bakterien ihren Wachstumsprozess auf Oberflachen steuern,
ahneln. Durch die Furanone kommt es zu einer kompetetiven Hemmung, so dass D.
pulchra ausschliel3lich von grampositiven Bakterien bewachsen ist, die im marinen
Milieu nicht sehr haufig sind (Kjelleberg & Steinberg, 2001). Eine andere Studie mit
Oberflachenextrakten von Delisea pulchra (Dworjanyn et al., 2006), die hinsichtlich
ihrer Wirkung auf die Ansiedlung von Algensporen (heimischen epiphytischen Algen)
getestet wurden, zeigte, dass die Oberflachenextrakte die Ansiedlung der
potentiellen Fouling-Organismen in 6kologisch relevanten Konzentrationen inhibierte.
Somit sind Furanone in Delisea pulchra Bestandteil der chemischen Verteidigung,
sowohl gegen Bakterien (Maximilien, 1995, 1998; Kjelleberg & Steinberg, 2001) als
auch gegen epiphytische Algen (Dworjanyn et al., 2006).

Dieser Vergleich zeigt, dass weiterer Forschungsbedarf vorhanden ist. Denn obwohl
gerade F. vesiculosus eine sehr gut untersuchte Makroalge ist, bleiben viel Fragen
offen, zum Beispiel welche der Inhaltsstoffe zur Verteidigung gegen Fouling und Fral3
beitragen oder welche Rolle den viel diskutierten Phlorotanninen nun tatsachlich
zukommt.
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4.3 Methodendiskussion

Wie wohl bei allen Arbeiten, wurde ein grol3er Anteil der zur Verfiigung stehenden
Zeit mit dem Versuchsaufbau, Diskussionen Uber die Vorhergehensweise und
Methoden und Probleme zugebracht. Einige der Diskussionspunkte sollen hier im
Folgenden dargestellt werden.

Mittlerweile gibt es viele Studien Uber Algenextrakte, die Antifouling-Aktivitaten
zeigten (Hellio et al., 2000, 2001; Dworjanyn et al., 2006; Paul et al., 2006; Nylund et
al., 2007; reviewed by Bhadury & Wright, 2004). Dennoch fehlt eine
Standardmethode zur Bestimmung o6kologisch relevanter Konzentrationen von
Oberflachenmetaboliten (de Nys et al., 1998). Um die dkologische Rolle und
Bedeutung die sekundarer Metabolite als Vermittler von Interaktionen spielen besser
verstehen zu kénnen, bendtigt man deren Konzentration unmittelbar an der
Oberflache. De Nys et al. (1998) versuchte als erstes eine solche Standardmethode
fur die Extraktion und Quantifikation von Oberflachenmetaboliten zu entwickeln.
Dabei wurden verschiedene Algen mit unterschiedlichen Losungsmitteln
unterschiedlich lange extrahiert und die Oberflache der Algen mit Hilfe eines
Epifluoreszenzmikroskops auf Zellschaden hin untersucht (de Nys et al., 1998).
Extraktionszeiten bis 30s in Hexan verursachten keine Zellschaden. Somit eignet
sich diese sogenannte ,dipping“-Methode von de Nys (1998) gut zur Extraktion
unpolarer Metabolite von Algenoberflachen. Sie wurde von Nylund et al. (2007)
erweitert. Nylund et al. (2007) und andere (z.B. Dworjanyn et al., 2006) haben
gezeigt, dass man mit Hilfe von Oberflachenextrakten, aber nicht mit
Gesamtextrakten, gute Vorhersagen uber die Fouling-Verteidigung im Freiland
machen kann. Die Extrakte mit der starksten inhibitorischen Wirkung auf natirlich
vorkommende Fouling-Organismen in Bioassays stammten von solchen Algen, die
im Freiland im Vergleich zu den anderen getesteten Algen, sehr wenig bewachsen
waren (Nylund et al., 2007). Alle diese Beispiele beschatftigten sich mit Rotalgen, bei
denen die Antifouling-Eigenschaften der durchweg unpolaren Oberflachenextrakte
(Nylund et al., 2007) vermutlich durch Furanone (Dworjanyn et al. 2006) zu erklaren
ist. Da man bei Braunalgen, die in meinem Fall extrahiert werden sollten, nicht weifl3
welche Stoffe fir eine Fouling-Verteidigung in Frage kommen, sollten wenn madglich
alle vorhandenen Oberflachenmetabolite extrahiert werden, sowohl unpolare als
auch polare. Daher wurde fir die Extraktion mit einem Losungsmittelgemisch aus
Hexan und Methanol (1:1) gearbeitet. Da bekannt ist das Methanol sehr aggressiv ist
und schnell Zellschaden verursachen kann (de Nys et al. 1998) wurde die jeweilige
Alge lediglich fur 10 Sekunden dem Losungsmittelgemisch ausgesetzt, wobei fraglich
bleibt, ob die unpolaren Stoffe vollstandig oder nur teilweise extrahiert wurden.
Vielleicht ware es bei einer erneuten Extraktion sinnvoller mit beiden Losungsmitteln
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nacheinander zu extrahieren, so dass man eine unpolare und eine polare Fraktion
erhalt, die man in den Bioassays dann auch getrennt testen konnte. Dadurch konnte
man vielleicht die Aussagekraft der Bioassays erh6hen und den Effekt der Extrakte
detaillierter beschreiben. Dann kdnnte man eventuell erkennen, dass der
inhibitorische Effekt auf die unpolaren oder polaren Extraktbestandteilen zurtick zu
fuhren ist. Aufgrund der hier durchgefuihrten Extraktion aller Oberflachenmetabolite
(unpolarer und polarer) kann ich nur sagen, ob es Unterschiede zwischen den
Kontrollen und den Extrakten der Algen bei den verschiedenen Temperaturen oder
Tiefen hinsichtlich ihrer Wirkung auf die Ansiedlung oder das Wachstum der beiden
Versuchsorganismen gab, aber nicht ob diese Unterschiede durch polare oder
unpolare Substanzen hervorgerufen wurden. Auch hatte ich leider nur sehr geringe
Extraktmengen zur Verfigung (v.a. im ersten Versuch), so dass nur eine begrenzte
Anzahl an Versuchen fir die Bioassays blieb, um die Wirkung der Extrakte zu
untersuchen. Darum wurden als Versuchsorganismen ein mariner Bakterienstamm
(B. aquimaris) und eine Diatomee (Amphora spec.) ausgewahlt, um neben der
bakteriellen Besiedlung den darauf folgenden Schritt im Fouling-Prozess (einzellige
Eukaryoten, siehe Einleitung) auch beobachten zu kdnnen. Hatte man grol3ere
Extraktmengen fur die Bioassays zur Verfiigung gehabt, hatte man diese gegen
weitere potentielle Fouling-Organismen testen kénnen, z. B. gegen eine Meerwasser-
Bakteriengemeinschaft aus der Kieler Forde oder gegen andere Bakterienstdmme
und Diatomeenarten. Durch die Fluoreszenz-Messungen mit Hilfe des Plate Readers,
mit denen die Bioassays durchgefuhrt wurden, kann man lediglich sagen ob in einem
well im Vergleich zu anderen wells mehr Zellen vorhanden sind oder nicht, aber nicht
wie viele. Das Problem ist, dass man die relativen Fluoreszenzwerte nicht
proportional mit der Zellzahl in Verbindung bringen kann. Dieses zeigte sich bei
einem Vorversuch, bei dem Verdinnungsstufen hergestellt wurden und diese wurden
sowohl per Fluoreszenz mit Hilfe des Plate Readers gemessen als auch mit Dapi
gefarbt und ausgezahlt (Epifluoreszenzmikroskop). Somit kann man die
Fluoreszenzwerte der Messungen nicht in eindeutige Zellzahlen umrechnen.
Trotzdem konnte man sagen, ob und wo Unterschiede zwischen Extrakte und
Kontrollen vorhanden waren.

4.4 Zusammenfassung

Abschlie3end kann man sagen, dass die Bioassays, trotz aller methodischer
Probleme, Aussagen Uber die Fouling-Verteidigung von F. vesiculosus und F.
serratus zulassen. So wirkten die in den Oberflachen- und Gesamtextrakten
enthaltenden Inhaltsstoffe von F. vesiculosus und F. serratus in 6kologisch relevanter
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Konzentration inhibierend auf den Ansiedlungsprozess beider Versuchsorganismen
und das Wachstum von B. aquimaris, wahrend das Wachstum von Amphora spec.
nicht signifikant inhibiert wurde. Das zeigt, dass bestimmte Stadien im
Besiedlungsprozess inhibiert wurden und nicht die Besiedlung an sich. Abiotische
Faktoren wie die Temperatur, bzw. eine Erhéhung oder Erniedrigung der Temperatur,
und die Tiefe hatten keinen Einfluss auf die Starke der Verteidigung gegen Fouling,
ebenso wenig die An- oder Abwesenheit von Grazern. Das lasst vermuten, dass die
Verteidigung gegen Fouling konstitutiv und nicht mit der induzierbaren Verteidigung
gegen Herbivorie gekoppelt, sondern unabhéngig dieser zu betrachten ist. Welche
Inhaltsstoffe der Algen zur Verteidigung gegen Fouling (und Herbivorie) beitragen,
bleibt zu klaren.
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Anhang: f/2 Medium

References: Guillard, R.R.L. and Ryther, J.H. (1962). Studies of marine planctonic
diatoms. I. Cyclotella nana Hustedt and Detonula confervacea Cleve. Can J.
Microbiol. 8: 229-239. / Guillard, R.R.L. (1975). Culture of phytoplancton for feeding
Reference: P Golven & P. Dion (1988): La culture de Laminaria hyperborea:
ensemencements sur filieres et suivi en mer des premiers stades de developpement.
— Rapport R38, C.E.V.A., Pleubian, France, 18pp. marine invertebrates. In « Culture
of Marine Invertebrate Animals » (eds : Smith W.L. and Chanley M.H.) plenum Press,
New York, U.S.A. pp 26-60.
Prepare the following stock solutions in deionized water:
1. NaNO3 75 g/L
Autoclave.
2. NaH2PO4*H20 5 g/L
Autoclave.
3. Na2SiO3*9H20 30 g/L
Autoclave.
4. Trace metal solution

FeCI3*6H20 1.3 g/1L
Na2EDTA*2H20 8.7 g/1L
CuS04*5H20 980 mg/100 mL 1mL
Na2MoO4*2H20 630 mg/100 mL 1mL
ZnS0O4*7H20 2.2 g/100 mL 1mL
CoCI2*6H20 1.0 g/100 mL 1mL
MnCI2*4H20 18 g/100 mL 1mL

Solution will initially be cloudy. Add 1 N NaOH to adjust pH to about 4.5; solution
should be clear unless too much NaOH has been added. Autoclave.
5. Vitamin solution:

Vitamin B12 1 mg/L
Biotin 1 mg/L (dissolve in a little NaOH first)
Thiamine HCI 200 mg/L

Store aliquots in freezer.

Per L of autoclaved seawater add aseptically:
Imlofl

1 mlof2

1mlof3

1mlof4

0.5mlof 5
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