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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Untersuchungsgewadsser Talsperre Saidenbach

Talsperren kénnen wichtige Rohwasserquellen fir die Trinkwassergewinnung darstellen. Im Unterschied
zu Seen weisen sie insbesondere eine kiirzere Verweilzeit auf und sind in starkerem Male durch externe
Stoffeintrage beeinflusst, da das Verhaltnis des Einzugsgebietes zur Wasserflaiche meist viel groRer ist als
fir Seen und die Stoffzufuhr im Unterschied zu den grundwasserbeeinflussten Seen vorwiegend lber
oberirdische Zuflisse erfolgt [1]. Verdnderungen im Einzugsgebiet wirken sich daher auf Stauseen
schneller aus und Effekte von Umweltveranderungen sind haufig eher zu beobachten [1], [2]. Dariber
hinaus werden Talsperren stark durch BewirtschaftungsmaRnahmen beeinflusst, so fiihren z.B.
Stauspiegelabsenkungen im Rahmen der Niedrigwasserbewirtschaftung oder zum Hochwasserschutz
haufig zu einer Trophieerhéhung [3]. Besonders Mittelgebirgstalsperren weisen eine stark gegliederte
Uferlinie mit zahlreichen Nebenarmen und Buchten auf. Aus den Flachwasserbereichen werden schon bei
geringen Stauspiegelabsenkungen durch Sedimenteintrag aus den Uferbereichen zusatzliche Nahrstoffe
eingebracht bzw. aus dem Sediment riickgelost [4], [3]. Die Entnahme von Rohwasser bevorzugt aus dem
Hypolimnion flhrt zu einer verstarkten Absenkung des Metalimnions und eine Ausweitung des
Epilimnionbereiches, wodurch im Spatsommer groBere Durchmischungstiefen erreicht werden kénnen
[4]. Eine weitere Folge der Trinkwasserentnahme aus dem Grundablass ist der Entzug von
Wasserschichten mit vergleichsweise niedrigem Sauerstoffgehalt und héheren Konzentrationen an

Nahrstoffen wie Phosphat sowie Eisen und Mangan [5].

Die Talsperre Saidenbach nahe der Stadt Chemnitz wurde 1933 zur Trinkwasserversorgung angelegt und
ist mit einer Wasserfliche von 1,42 km? der groRte Stausee im mittleren Erzgebirge. Mit einem
Fassungsvermogen von etwa 22 Millionenm?® ist Saidenbach der groRte Wasserspeicher im
Talsperrenverbund , Mittleres Erzgebirge”, durch den gemeinsam mit den Talsperren Einsiedel,
Neunzehnhain | und Il die Trinkwasserversorgung fir Chemnitz und Stidsachsen sichergestellt wird [6]. Das
Einzugsgebiet der Talsperre Saidenbach ist durch landwirtschaftliche Nutzung dominiert (73 %) und weist
eine Bevdlkerungsdichte von 66 Einwohnern je km? auf (Stand 2001, [1]). Der im Mittelgebirge auf einer
Hohe von 439 m NN gelegene dimiktische Stausee hat eine maximale Tiefe von 45 m und eine mittlere
Tiefe von 15,3 m [6]. Die vier Hauptzufliisse Saidenbach, Hoélzelbergbach, Lippersdorfer Bach und
Haselbach sind jeweils mit Vorsperren versehen. Die Aufenthaltszeit in den Vorsperren ist so bemessen,
dass geloste Nahrstoffe aus den Zufliissen durch Algenwachstum in Biomasse gebunden und anschlieSend

durch Sedimentation aus der Wassersdule entfernt werden kénnen [4]. Im Bereich der Stauwurzeln des

1
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Saidenbaches und Haselbaches wurden durch Unterwasserstaumauern zusatzlich Unterwasservorsperren
abgeteilt, in denen die etwas erhohte Verweilzeit weitere Sedimentation von Algen und Schwebstoffen
ermoglicht um den Nahrstoffeintrag in das Hauptbecken zu reduzieren. Zudem verhindern die im
Normalfall liberstauten Unterwasserstaumauern bei Stauspiegelabsenkungen das Trockenfallen der
Stauwurzeln, wodurch eine Resuspension von Sedimenten aus dem Stauwurzelbereich sowie ein schneller

Bewuchs freiliegender Flachen verhindert werden [4].

In dieser Arbeit wurden Probenahmestellen in der Vorsperre Forchheim (F), im Haselbacharm in
FlieRrichtung vor (H) und nach (S) der Unterwasserstaumauer sowie nahe der Hauptstaumauer im Bereich

der Entnahmestelle (E) untersucht (Abbildung 1).

A Lippersdorfer Bach

Holzelbergbach Saidenbach

Talsperre
Haupt- Saidenbach
stau-

mauer

I 1km I \ y

Haselbach
\s\%ﬁv\/ Vorsperre Forchheim
Unterwasser-

staumauer

e

Abbildung 1: (A) Schematische Darstellung der Talsperre Saidenbach und der Vorsperre Forchheim mit den vier
Probenahmestellen, (B) longitudinaler Schnitt durch die Talsperre (nicht maRstabsgerecht), verandert nach [7];
(C) Luftbildaufnahme der Talsperre Saidenbach mit den drei Probenahmestellen in der Hauptsperre; (Photo: R.
Buschel, Schneeberg)

Nachdem die Talsperre Saidenbach durch Intensivierung der landwirtschaftlichen Produktion im

Einzugsgebiet Ende der 70ger Jahre einen eutrophen Zustand erreicht hatte, fiihrten die Einflihrung
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phosphatfreier Waschmittel im Jahr 1990 sowie zeitgleiche strukturelle Veranderungen der
landwirtschaftlichen Bewirtschaftung im Einzugsgebiet dazu, dass sie seit 1991 wieder als mesotrophes

Gewasser eingestuft werden konnte [1], [4].

Seit den 50er Jahren werden an der Talsperre Saidenbach verschiedene hydrophysikalische,
hydrobiologische und ©kologische Fragestellungen untersucht. 1974 wurde eine langfristige
Untersuchungsstrategie konzipiert, entsprechend der seitdem auf Grundlage 14tagiger Probenahmen die
Zusammenhange zwischen Nahrstoffhaushalt, Phytoplankton, Zooplankton und hydrophysikalischen bzw.
meteorologischen Bedingungen analysiert werden [4]. Die detaillierten Untersuchungen umfassen Phyto-
und Zooplankton, Chlorophyll, chemische Parameter (wachstumsrelevante Nahrstoffe wie Phosphor,
Stickstoff und Silizium sowie Sauerstoff, pH, Alkalinitdt) und hydrophysikalische GrofRen (Temperatur,
Tribung, Leitfahigkeit). Meteorologische und hydrologische Daten werden von den Talsperrenbetreibern
(Landestalsperrenverwaltung des Freistaates Sachsen) zur Verfligung gestellt. Eingebettet in dieses
Untersuchungskonzept wird seit 2006 auch die mikrobielle Gemeinschaft des Sediments und die
Sedimentchemie detailliert untersucht [8], [7]. In dieser Arbeit wurde das Hauptaugenmerk auf die
Untersuchung der mikrobiellen Gemeinschaft des Freiwassers in den verschiedenen Teilbereichen der

Talsperre Saidenbach gelegt.
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1.2 Bakterioplankton in Talsperren und Seen

1.2.1 Die Rolle des Bakterioplanktons in limnischen Okosystemen

Als Plankton werden die im Pelagial (Freiwasser) von Gewassern schwebenden, vorwiegend durch die
Strémung des Wassers bewegten, Organismen bezeichnet [9]. Taxonomisch werden die Organismen dem
Phytoplankton, Zooplankton oder Bakterioplankton zugeordnet. Die jeweiligen Organismen treten in
bestimmten GroRenklassen auf, so zdhlen heterotrophe und chemoautotrophe Bakterien zum
Picoplankton, welches Organismen der GréRenbereiche 0,2 - 2 um umfasst. Cyanobakterien, die aufgrund
ihrer Phototrophie teilweise gemeinsam mit Phytoplankton behandelt werden (z.B. [10]), phylogenetisch
aber zur Domane Bacteria zéhlen, treten je nach Art als Pico-, Nano- (2 - 20 um) oder Microplankton
(20 - 200 um) auf. Phytoplankter (eukaryotische Algen) kommen in den GroRenklassen Nano-, Micro- und
Mesoplankton (200 um - 2 mm) vor. Die bakterielle Biomasse erreicht in limnischen Okosystemen oft 30 %
der Phytoplanktonbiomasse, wobei der Anteil umso hoher ist, je starker oligotroph der Standort ist [11].
Die bakteriellen Gesamtzellzahlen liegen im Bereich von 10* — 10% Zellen/ml, in oligotrophen Gewéssern <
1,7*10° Zellen/ml|, mesotrophen Gewdissern 1,7-6,5%10° Zellen/m| und eutrophen Gewissern >6,5*10°
Zellen/ml [11]. Metabolisch aktiv ist oft nur ein geringer Anteil der Zellen, z.B. ca. 22 %, wobei sehr starke

Schwankungen je nach Produktivitit der untersuchten Okosysteme auftreten [11].

Verschiedene biotische und abiotische Faktoren haben Einfluss auf die bakterielle Gesamtbiomasse

sowie auf die taxonomische uv tem eratire

p vu’al infections
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und Verfigbarkeit von Nahrstoffen Abbildung 2: Auswahl biotischer und abiotischer Einflussfaktoren auf

(Abbildung 2). das Bakterioplankton, aus [12]
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Die Regulation der Bakterienbiomasse im planktischen Nahrungsnetz erfolgt durch das Nahrstoffangebot
(,bottom up”, [13]) und durch den Einfluss von Predatoren (,top down®, [14]). Neben anorganischen
Nahrstoffen fiir chemoautotrophe Bakterien bildet das Phytoplankton die wesentliche Substratquelle fiir
heterotrophe Bakterien durch wahrend der Photosynthese ausgeschiedene geloste organische
Substanzen sowie abgestorbene Phytoplanktonbiomasse selbst [11]. Je nach Enzymausstattung
unterscheiden sich die Effizienz der Nahrstoffaufnahme sowie die Aufnahmefahigkeit der
Bakteriengruppen fir verschiedene Nahrstoffe, sodass das Nahrstoffangebot vor allem Auswirkungen auf
die taxonomische Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft hat. Die Gesamtbiomasse der
Bakterien weist im Jahresverlauf im Vergleich zur Phytoplanktonbiomasse geringe Schwankungen auf [15].
Aufgrund des in planktischen Okosystemen meist bestehenden Nihrstoffmangels dominieren kleine
ZellgroRen [16], so weist der Hauptanteil der Bakterienzellen ZellgréRen < 1,5 um (Zellvolumen < 0,3 um3)

auf, oft sind sogar die als Ultramicrobacteria bezeichneten Zellen mit ZellgréRen < 0,1 pm? dominant [17].

Flr Bakterien relevante Predatoren sind vor allem Protisten und heterotrophe Nanoflagellaten sowie Viren
[18]. Viele bakteriovore Organismen z.B. Ochromonas sind grofRenselektiv, sodass bakterielle Strategien
zur Vermeidung der Erfassung durch diese Organismen auf eine Veranderung ihrer ZellgroRe abzielen. Fir
zahlreiche Vertreter typischer StiBwasserbakterien in unterschiedlichen Phyla wurde unter FraRdruck eine
Verringerung oder Steigerung der ZellgroRe nachgewiesen (u.a. [18], [19] ) sowie die Bildung bestimmter
Zellformen, die geeignet sind, die Ingestion durch Flagellaten zu erschweren, z.B. langlicher Zellen durch
Vertreter der Alphaproteobacteria und Bacteroidetes [20], [21] (Abbildung 3).
A Edible

, ——sizerange—>
Cell wall structure,

Size reduction surface potential

O, ©
> i@
[
Motility patterns \ /

@M Cell size

OW SS%D% pm:s‘an grazing l
N o o |
7] N
¢ L é{/}

£
& ’ W=
« rNe>
Toxin release = =2 \\77 e

Exopolymer formation

Biomass

Morphology, filamentation

Biomass

fe o

pL L
B Cell size
Communication

Abbildung 3: (A) bakterielle Strategien zur FraBvermeidung durch unterschiedliche Predatoren; (B)
Auswirkungen grofRenselektiver bakteriovorer Organismen auf die ZellgroRenstruktur; aus [22]
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Die Art der Anpassungsstrategien hangt auch von weiteren Umweltfaktoren ab, so wurde z.B. in
kontinuierlichen Kulturen mit FraBdruck durch heterotrophe Nanoflagellaten unter Phosphat-limitierten
Bedingungen die Bildung groRer filamentdser Zellen beobachtet, wahrend unter Kohlenstoff-Limitation
eher kleine bewegliche Zellen ausgebildet wurden [23]. Eine weitere Strategie besteht im
Zusammenschluss von Zellen zu groReren Einheiten, z.B. Filamenten, Ketten oder anderen Aggregaten die
insgesamt die Frallorganismen in ihrer GroRe Ubertreffen und so die Einzelzelle vor Fral8 schitzen [20].
Durch die unterschiedlichen Anpassungsstrategien der verschiedenen taxonomischen Gruppen des
Bakterioplanktons wirkt sich das Auftreten saisonal unterschiedlicher Predatoren deutlich auf die

taxonomische Zusammensetzung der Bakteriengemeinschaft im Pelagial aus [18], [21].

Untersuchungen der bakteriellen Gemeinschaft von SiRwasserhabitaten zeigen, dass bestimmte Linien
innerhalb der Phyla in den unterschiedlichen limnischen Okosystemen dominant auftreten, es werden
global vorkommende SiiRwasservertreter unter den pelagischen Bakterien beschrieben [24], [15], [25].
Diese phylogenetischen Linien treten vor allem in den Phyla Actinobacteria, Bacteroidetes, Alpha- und
Betaproteobacteria sowie Cyanobacteria auf. Die Kombination der verschiedenen Umweltfaktoren steuert
die taxonomische Zusammensetzung der Bakterioplanktongemeinschaft je nach den 06kologischen
Eigenschaften der taxonomischen Gruppen. Dadurch ergeben sich lokale Unterschiede der Populationen
verschiedener Gewdsser sowie saisonale Veranderungen der bakteriellen Gemeinschaft. Bei Talsperren
spielen im Unterschied zu Seen noch Effekte der Bewirtschaftung eine Rolle, wie z.B. kiirzere
Verweilzeiten, Rohwasserentnahme verbunden mit dem selektiven Abzug des sauerstoffarmen, kalten
Tiefenwassers und Stauspiegelschwankungen. Bei weitem die meisten Untersuchungen des
Bakterioplanktons limnischer Okosysteme beziehen sich auf Seen. Dariiber hinaus ist jedoch vor allem
unter Nutzungsaspekten von Interesse, welche Gemeinsamkeiten und Unterschiede die bakterielle
Gemeinschaft und ihre Dynamik in Talsperren mit ihren morphologischen und bewirtschaftungsbedingten

Charakteristika aufweist.

1.2.2 Actinobacteria

Actinobacteria stellen neben Betaproteobacteria oft die numerisch bedeutendste Gruppe in Epilimnia von
StRwassern dar [15], [26] und wurden in hohen Abundanzen in SiiRwasserdkosystemen weltweit
nachgewiesen (u.a. [26], [24], [17], [27], [28], [29]). In SuRwasserdkosystemen vorkommende
Actinobacteria werden nach Warnecke et al. (2004) in vier Gruppen eingeteilt (Acl-AclV), von denen

Vertreter der Acl-Linie meist die hochste Abundanz in Epilimnia von SiRwassern der geméaRigten Breiten
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aufweisen [30], [28]. Ein Grol3teil der in der Acl-Linie zusammengefassten Vertreter zahlt zum hgcl-cluster
[15], einem monophyletischen StiRwassercluster der Actinobacteria [26], (Abbildung 4).

Abbildung 4:
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Weitere haufige SiRwasservertreter der Actinobacteria gehoren zu den clustern Luna | und Il innerhalb

des Acll-clusters ( [15], [25].

Als Einflussfaktoren auf die Population der Actinobacteria wurden verschiedene biotische und abiotische
Faktoren diskutiert, wie pH-Wert ( [31], [28]), DOM [32], grazing [19]. Allgaier und Kollegen (2007) konnten
Einflisse von Umweltparametern auf die Actinobacteria-Population in verschiedenen Seen nachweisen,
jedoch waren in verschiedenen Seen unterschiedliche Umweltparameter von Bedeutung und es konnten
keine allgemeingiiltigen Einflussfaktoren auf die Population der Actinobacteria festgestellt werden [33].
Newton und Kollegen (2007) untergliederten die Acl-lineage weiter in 11 monophyletische clades.
Vertreter der einzelnen clades traten gehauft in Seen unterschiedlicher pH-Werte auf, sodass nach den
Autoren der pH-Wert den wesentlichen Umweltfaktor fiir die Zusammensetzung der Acl-Gruppe in einem
Gewasser darstellt [28]. Nach [15] bestehen meist nur geringe saisonale Schwankungen der Biomasse und
Abundanz der Actinobacteria insgesamt. Eventuell werden Reaktionen auf Umweltbedingen erst ab einer
héheren phylogenetischen Auflésung sichtbar, wie die Untersuchungen von Newton und Kollegen (2007)

zeigen.

Ein wichtiger Aspekt der Okologie der Actinobacteria ist ihre geringe ZellgréRe (<0,1um3, [15], wie sie auch
flr die Vertreter der haufigsten Gruppe (Acl) beschrieben wird [15] sowie fiir die cluster Luna | (Acll-B) und
Luna Il (Acll-D) [25]. Die Verringerung der ZellgréBe fihrt zu einem geringeren FraRdruck durch Protisten,
es konnte gezeigt werden, dass unter erhéhtem Fralfdruck durch Ochromonas sp. der Anteil der Vertreter

der Acl-Gruppe auf 60% anstieg [19].
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In Actinobacteria wurde ein neuer Typ von Rhodopsingenen (,,Actinorhodopsin“-Gene) gefunden, deren
Prasenz im Plankton unterschiedlicher StiBwasser sowie in kultivierten Vertretern von Actinobacteria
nachgewiesen werden konnte [34]. Das Vorhandensein der Actinorhodopsingene wurde bisher fiir
Vertreter der Acl-Linie sowie der Luna-Gruppe der Actinobacteria bestatigt [34], [35]. Wie aus
Einzelzellstudien hervorgeht, verfliigen 10-20% der Zellen des SiRBwasserbakterioplanktons Gber

Rhodopsingene, wobei ein hoher Anteil der Zellen auf die Actinobacteria entfallt [36].

Hinsichtlich der okologischen Beziehung der Actinobacteria zu der zahlenmaRig dhnlich bedeutsamen
Gruppe der Betaproteobacteria fanden Gléckner und Kollegen (2000) fir den Gossenkollensee saisonal
unterschiedliche Blutezeiten fiir beide Gruppen: Wahrend Betaproteobacteria bei hohen
Nahrstoffangeboten dominant sind, kénnen sich Actinobacteria mit geringeren Nahrstoffeintragen unter
niedrigeren Temperaturen entwickeln [26]. Auch nach Yannarell & Kent (2010) erreichen die
Actinobacteria ihre hochsten Abundanzen im Spatherbst und Winter und werden in Zeiten hoher
Phytoplanktonproduktion durch Vertreter der Betaproteobacteria ersetzt [25]. Nach Newton und Kollegen
(2011) fihren hohe Nahrstoffkonzentration zu einer relativen Verringerung der Abundanz der
Actinobacteria, einen Grund dafiir sehen die Autoren nicht in der Fahigkeit zur Nahrstoffassimilation, die
vergleichbar mit anderen Phyla ist, sondern in den Wachstumsraten, welche im Mittel bzw. unterhalb der
andere im SUBwasser haufiger Phyla liegen [15]. Ghai und Kollegen (2014) untersuchten die Abundanz
verschiedener Phyla in neun Metagenom-Datensdtzen und stellten eine statistisch hochsignifikante
negative Korrelation zur Abundanz von Cyanobakterien fest. Die Autoren fiihren dies auf hohe
Nahrstoffkonzentrationen zuriick, die in den Gewassern im Rahmen dieser Untersuchung mit dem
Auftreten von Cyanobakterien in Zusammenhang standen. Unter diesem hohen N&hrstoffangebot sind
Actinobacteria den Autoren zufolge kompetitiv gegenliber anderen Phyla benachteiligt [29], was sich mit
der Einschatzung anderer Autoren [15] deckt. Ahnliches wird fiir erhthte Temperaturen abgeleitet, welche
ebenfalls zu einer Férderung von Cyanobakterien beitragen, gleichzeitig aber zu einer relativen
Benachteiligung von Actinobacteria gegeniber anderen Phyla fihrt [29]. Der negative Zusammenhang
zum Auftreten von Cyanbakterien hat demnach keine direkten Ursachen, wie eine direkte Interaktion
zwischen den Vertretern der Phyla, sondern ist auf indirekt wirkende Faktoren zuriickzufiihren, wie z.B.
ein hohes Nahrstoffangebot. In der mesotrophen Talsperre Saidenbach sind diese Bedingungen jedoch,
bis auf kurzfristige Nahrstofffrachten durch Abspiilung bei Starkregen oder in Folge von BaumaRnahmen

an Gewassern im Einzugsgebiet, nicht gegeben.
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Insgesamt besiedeln die Vertreter des Phylums Actinobacteria in hoher Abundanz ein sehr breites
Spektrum unterschiedlich charakterisierter SiBwadsser weltweit, ihre zahlenmalige Bedeutung in den
verschiedenen SiUBwadssern ist dabei adhnlich. Sie sind eher unter oligotrophen Verhaltnissen
konkurrenzfahig, da sie trotz effizienter Nahrstoffaufnahme mittlere Wachstumsraten aufweisen [29],
[15], [25]. Verdnderung der Population als Reaktion auf Umweltfaktoren (insb. pH-Wert) bzw. saisonale
Verdnderungen werden moglicherweise erst auf phylogenetischen Ebenen unterhalb der Gruppen (z.B.

Ebene der clades von Acl [28] erkennbar.

1.2.3 Proteobacteria

1.2.3.1 Alphaproteobacteria

Alphaproteobacteria stellen im marinen Pelagial die numerisch bedeutendste Gruppe dar, in
SuRwasserdokosystemen sind sie weniger abundant, jedoch ubiquitdar vorhanden [15], [37]. Die
zahlenmaRig bedeutendste Gruppe der Alphaproteobacteria in SURwassern ist eine Schwestergruppe der
im marinen Bereich dominanten SAR11 clade, erstmals beschrieben durch Bahr und Kollegen (1996) [38]
und spéater als LD12 cluster bezeichnet [24]. Aktuell (03/2018) werden die 165-Sequenzen von LD12-
Vertreter in der Datenbank rdp als Candidatus Pelagibacter innerhalb der Pelagibacterales klassifiziert
[39]. Fir die Vertreter des LD12 clusters wird eine ausgepragte Saisonalitdt beschrieben mit geringeren
Abundanzen in Zeitraumen mit hoher Phytoplanktonproduktion und vorwiegend organischen Nahrstoffen
und starken Wachstumspulsen bei Vorliegen vorwiegend anorganischer Nahrstoffe [40]. Studien zur
Aufnahme verschiedener niedermolekularer organischer Nahrstoffe ergaben fiir das LD12 cluster eine
deutliche Praferenz fiir Glutamin und Glutamat [41]. Die hochsten Anteile der LD12-Vertreter an der
bakteriellen Gemeinschaft wurden im Sommer und Spéatherbst registriert [40]. Lindstrém und Kollegen
(2005) fanden dartber hinaus anhand vergleichender Studien verschiedener Seen positive
Zusammenhiange der LD12-Abundanzen mit hoheren Wassertemperaturen und Retentionszeiten [31].
Nach Salcher und Kollegen (2011) zeichnen sich die LD12-Vertreter durch langsame aber effiziente
Nahstoffaufnahme bei niedrigen Nahrstoffkonzentrationen aus und sind damit dhnlich wie die marine

Schwestergruppe an oligotrophe Verhaltnissen angepasst [37].

Weitere typische SliBwasservertreter der Alphaproteobacteria gehéren zu den Genera Sphingomonas
(alflll [26]), Novosphingobium, Sphingopyxis (alflV Novo-Al bzw. -A2, [26], Caulobacter und
Brevundimonas (alf Il [26]). Weitere regelmaRig in StuRwasserhabitaten gefundene Gattungen sind
Roseomonas (Rhodospirillales), Rhodobacter (Rhodobacterales) sowie verschiedene Genera der

Rhizobiales (alfl [26]) [15]. Eine Uberarbeitung der Phylogenie der Alphaproteobacteria unter

9
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Einbeziehung  von 23SrDNA-Sequenzen ergab die in Abbildung 5 dargestellten

Verwandtschaftsverhaltnisse mit der neu vorgeschlagenen Unterteilung in drei Unterklassen [42].
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Abbildung 5: vorgeschlagene Unterklassen der Alphaproteobacteria basierend auf 16S- und 23S rDNA Sequenzen
nach [40]

Eine Zunahme der Abundanz von Alphaproteobacteria unter erhohtem FralRdruck wurde in mehreren
Studien gezeigt, typischerweise veranderten sich die vorherrschenden Zellformen dabei hin zu
vergroRerten stabchenférmigen Zellen, die zu grol8 fiir eine Erfassung durch die Predatoren sind [43], [44],
[45]. Die Organismen des LD12 clusters werden jedoch als Ultramicrobacteria mit Zelldurchmessern

< 1 um beschrieben [37], [41] [40].

1.2.3.2 Betaproteobacteria

Betaproteobacteria stellen im StiBwasserbakterioplankton eine der haufigsten Bakteriengruppen dar. Vor
allem die Familie der Comamonadaceae (Burkholderiales) enthélt zahlreiche Gattungen mit typischen
StuRwasservertretern (u.a. Acidovorax, Albidiferax, Delftia, Limnohabitans, = Polaromonas,
Pseudorhodoferax, Rhodoferax, Variovorax), die trotz ihrer hohen Sequenzihnlichkeit der 16S rDNA von
93-97 % eine hohe physiologische Diversitdat aufweisen [46]. Zu den typischen SiiBwasserclustern
innerhalb der Betaproteobacteria zahlen Pnec (betll (Polynucleobacter neccessarius-cluster)) sowie Lhab/
bet | (Limnohabitans und Rhodoferax (Comamonadaceae)) und LD28 (Beta IV, Methylophilaceae)
(Abbildung 6).
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Kasalicky und Kollegen schlagen tber die in Abbildung 6 gezeigten phylogenetischen Verhaltnisse hinaus
flr die verbreitete Gattung Limnohabitans eine Untergliederung in die Cluster LimA (Lhab-A3) bis LimE vor,
wobei die Mitglieder der Cluster LimB (Lhab-A1) bis LimE durch die verbreitete FISH-Sonde R-BT065 erfasst
werden. Zur diversesten Linie Lim C (Lhab-A1) zdhlen die Arten L. parvus und L. planctonicus, wahrend das
Cluster LimA u.a. durch L. curvus und L. australis charakterisiert wird [47]. Okologische Untersuchungen
beziehen sich haufig auf die entsprechend der gleichnamigen FISH-Sonde als R-BT065 Cluster oder kurz R-
BT Cluster bezeichnete Kerngruppe des Genus Limnohabitans und weisen deren Mitglieder als weit
verbreitet im Pelagial verschiedenster StiBwasserdkosysteme aus, insbesondere in huminstoffarmen
Gewassern mit pH-Werten im neutralen bis leicht alkalischen Bereich [48]. Die coccalen, sichel- oder
stabchenférmigen Zellen zeigten signifikant hohere Zellvolumina als andere Bakteriengruppen in
verschiedenen SiiBwasserhabitaten [47]. Das R-BT065 Cluster ist charakterisiert durch die Fahigkeit zur
schnellen Anpassung an veranderte Umweltbedingen, deutlichen positiven Zusammenhang zu hohen
Phytoplanktonbiomassen und einer erhéhten Sensitivitat fiir FraR durch Flagellaten [48], [49], [50], [43],

[44]. Studien zur Aufnahmefahigkeit von Bakteriengruppen fiir verschiedene organische Substrate zeigten,
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dass die Vertreter des R-BT clusters eine Vielzahl der untersuchten Substrate aufnehmen kénnen, was zu

ihrer Anpassungsfahigkeit an wechselnde Umgebungsbedingungen beitragt [41].

Innerhalb der Gattung Polynucleobacter werden vier monophyletische subcluster unterschieden (PnecA-
D). Fiir jedes der cluster wurden Isolate freilebender Bakterien aus Seen gewonnen (P. rarus fiir PnecA
[51], P. acidiphobus fiir PnecB ( [52]), P. necessarius subsp. Asymbioticus subsp. nov. fir PnecC ( [53]), P.
cosmopolitanus fir PnecD ( [54]). Die Vertreter von PnecB wurden in zahlreichen in neutralen bis
alkalischen Seen nachgewiesen, nicht jedoch in Gewassern mit sauren pH-Werten oder erhdhter Salinitat
[55]. In huminstoffreichen Gewassern mit niedrigen pH-Werten wurden dagegen hohere Abundanzen von
Vertretern des PnecC clusters festgestellt [56]. Untersuchungen aufeinanderfolgender Jahre zeigten fir
die PnecB-Population eine wiederkehrende saisonale Entwicklung mit einem Anstieg der Zellzahlen von

Marz bis Juni oder Juli und darauffolgender Abnahme [55].

Fiir die als LD28 bezeichneten Methylotrophen wurde eine deutliche Saisonalitat und differenzierte
Verteilung im Gewasser gezeigt [57]: Im Frihjahr und Spéatherbst wiesen sie parallel zur
Hauptentwicklungszeit der Primarproduzenten die hochsten Abundanzen auf. Wahrend des Sommers
traten sie deutlich haufiger im Hypolimnion auf als in den warmeren oberflachennahen Gewasserschichten

und anhand kultivierter Vertreter konnte psychrophiles Wachstum fiir diese Gruppe bestatigt werden [57].

1.2.4 Bacteroidetes
Das Phylum Bacteroidetes ist gekennzeichnet durch eine sehr hohe morphologische und physiologische
Diversitat seiner Vertreter [15] [58], die in die drei Klassen Bacteroidales, Flavobacteriales und

Sphingobacteriales untergliedert werden [59].

Bacteroidetes stellen oft einen hohen Anteil an partikel-assoziiert lebenden Bakterien, wogegen sie
zahlenmaRig unter freilebenden Bakterien eine deutlich geringere Rolle spielen [60], [58]. Kultivierte
Vertreter der Bacteroidetes verfligen (iber die Fahigkeit zum Abbau komplexer Biopolymere wie Chitin und
Cellulose, die Mitglieder des Phylums spielen im Gewadsser eine zentrale Rolle beim Abbau
hohermolekularer organischer Substanzen [58]. Deutliche Steigerungen der Abundanz von Gruppen der
Bacteroidetes (z.B. Flavobacterium) im Anschluss an Phytoplankton- bzw. Cyanobakterien-
massenentwicklungen sowie positive Zusammenhidnge mit hohen Kohlenstoffkonzentrationen in

StRwasserdokosystemen wurden gezeigt [61], [62]. Dartber hinaus wurden hdhere Anteile von
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Bacteroidetes in Phasen verstarkter grazing-Aktivitdt nachgewiesen. Haufig wurden nach einer Phase
verstarkter Beeintrachtigung der Population insbesondere filamentdse Zellen gebildet, die als Mitglieder
der Bacteroidetes bzw. Cytophaga-Flavobacterium identifiziert wurden [44] [63] [64], [21]. Dabei
dominierten oft Vertreter einer bestimmten phylogenetischen Linie die Population fiir kurze Zeit, wie z.B.

die LD2 clade [63].

Das monophyletische SOL-cluster innerhalb der Saprospiraceae ist in zahlreichen SiiRwasserhabitaten
verbreitet [65], [66], [67] und bildet morphologisch charakteristische Filamente von 8-100 um. Fir die
Abundanz der Gruppe wurde ein negativer Zusammenhang zu hoher Trophie und hohen pH-Werten
gezeigt, wobei die Organismen in Gewassern mit pH<6 nicht auftreten. Die drei Subcluster LD2, HAL und
GKS2-217 reagieren unterschiedlich auf bestimmte Umgebungsbedingungen, wobei der pH-Wert den
starksten Einfluss auf die Abundanzen zeigte [67]. Der bislang einzige kultivierte Vertreter ist

Haliscomenobacter hydrossis (Subcluster HAL).

1.2.5 Verrucomicrobia und weitere Phyla

Verrucomicrobia sind in geringen Abundanzen (1-6% Sequenzanteile, [15] ) jedoch in globaler Verbreitung
als Bestandteil der mikrobiellen Gemeinschaft von Seen nachweisbar. Uber ihre Okologie ist noch wenig
bekannt, unter anderem werden positive Zusammenhange zwischen der Abundanz und Diversitat von
Verrucomicrobia und Phytoplanktonbiomasse sowie Cyanobakterien-Massenentwicklungen beschrieben
[68], [69] und hohere Abundanzen von Verrucomicrobia in huminstoffreichen Seen festgestellt [70]. Flr
einzelne Vertreter der Verrucomicrobia wurde ein Zusammenhang zu hoheren Nahrstoffkonzentrationen,

insbesondere Phosphat, gefunden [71].

Weitere Phyla deren Vertreter zumeist in geringen Abundanzen aber in einer Vielzahl von Studien in
StiBwassern nachgewiesen wurden, sind u.a. Acidobacteria, Chlorobi, Chloroflexi, Fibrobacteres,
Firmicutes, Fusobacteria, Gemmatimonadetes, Lentisphaerae, Nitrospira, Candidate division OP10,

Planctomycetes, Spirochaetes und Candidate division TM7 [15].
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1.2.6 Cyanobacteria

1.2.6.1 Vorkommen, Okologie und Physiologie

Fossilien belegen das Auftreten von Cyanobakterien vor 3,5 Millionen Jahren [72]. Als erste Organismen
mit der Fahigkeit zur oxygenen Photosynthese pragten sie wahrend ihrer Ausbreitung im Prakambrium
durch die Sauerstoffanreicherung der Erdatmosphdre wesentliche Umweltbedingungen fir die
Entwicklung der heutigen Organismen. Die Chloroplasten der heutigen Landpflanzen gehen auf einen
Vorfahren der heutigen Cyanbakterien zurlick, der durch Endosymbiose aufgenommen und als
Zellorganelle mit der Fahigkeit zur Photosynthese in den Stoffwechsel des Organismus integriert wurde
[73]. Dartiber hinaus zdhlen einige Cyanobakterienarten zu der begrenzten Zahl von Organismen, die in
der Lage sind Luftstickstoff zu binden und sie sind darunter die einzigen phototrophen Organismen mit
dieser Fahigkeit. Mit ihrer langen evolutiondren Entwicklung und vielfaltigen Anpassungsstrategien sind
Cyanobakterien heute integraler Bestandteil verschiedener terrestrischer und insbesondere aquatischer
Okosysteme. In jiingster Zeit treten weltweit zunehmend Probleme durch Massenentwicklungen von
Cyanobakterien auf, die insbesondere in Zusammenhang mit anthropogenen Veranderungen der
Gewasser und der klimatischen Bedingungen stehen [74]. Massenhaftes Auftreten von Cyanobakterien
kann zu einer wahrnehmbaren Trilbung des Gewassers fiihren und ihr Abbau eine starke
Sauerstoffzehrung im Gewasser nach sich ziehen. Dariber hinaus kénnen von den auftretenden Stammen
Sekundarmetabolite gebildet werden, die die Wasserqualitdt deutlich beeintrachtigen. Dazu zahlen neben
Geruchs- und Geschmacksstoffen insbesondere verschiedene Toxine. Massenentwicklungen von
Cyanobakterien mit negativen Folgen fiir die betroffenen Okosysteme durch Beeintriachtigung der
Nahrungsnetzstruktur, Ausbildung von hypoxischen Verhaltnissen oder Bildung toxischer

Sekundarmetabolite werden als CyanoHABs (,,harmful algae blooms”) bezeichnet [75].

Zum Auftreten von Cyanobakterienmassenentwicklungen tragen verschiedene Umweltfaktoren in
Kombination mit den physiologischen Eigenschaften der Cyanobakterien bei. Die Temperaturoptima fir
das Wachstum liegen mit meist >20°C bei Cyanobakterien Gber dem der meisten Algenarten [75], [76],
sodass sie bei erhohten Temperaturen hohere spezifische Wachstumsraten erreichen als andere
Phytoplanktongruppen (Diatomeen, Grinalgen, Dinoflagellaten). Dieser Konkurrenzvorteil fir
Cyanobakterien unter erhohten Temperaturen tragt zum bevorzugten Auftreten von

Cyanobakterienmassenentwicklungen in den Sommermonaten bei.
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Cyanobakterien verfiigen neben Chlorophyll a Uber weitere Photopigmente wie Phycobiline und
Carotinoide. Die Phycobiline Phycocyanin (PC) und Phycoerythrin (PE) sind typische akzessorische
Photopigmente von Cyanobakterien. Diese Pigmente ermoglichen die Ausnutzung zusatzlicher

Wellenlangenbereiche des Lichts (Abbildung 7).
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Die Pigmente sind im Phycobilisom angeordnet, wobei die duBeren Lichtsammelkomplexe PE oderPC sind,
die Ubertragung der Energie erfolgt tiber Allophycocyanin auf Chlorophyll a [77]. Viele Arten kénnen die
Zusammensetzung ihrer Antennenpigmente an den Phycobilisomen zudem je nach Lichtqualitat und —
intensitat variieren und durch diese sogenannte chromatische Adaption noch besser an die herrschenden
Lichtverhéltnisse z.B. in verschiedenen Wassertiefen anpassen ( [78], [77]). Durch die effizientere
Ausnutzung des Lichts erreichen viele Cyanobakterienspezies unter geringen Lichtintensitdten hohere
Wachstumsraten als eukaryotische Phytoplankter. Dies kann bei einer Triilbung des Gewassers z.B. infolge
von Starkregenereignissen zu einer bevorzugten Entwicklung der Cyanobakterien beitragen. Ebenso kann
aber auch im Anschluss an eine durch die Massenentwicklung anderer Arten ausgeldste Triilbung des
Wasserkorpers eine Massenentwicklung von Cyanobakterien auftreten, da diese zunachst auch im
Schatten anderer Phytoplankter wachsen kénnen und ab einer bestimmten Trilbung des Wasserkorpers
durch bessere Ausnutzung des Lichts eine Dominanz erreichen [76]. Liegt im Wasserkorper eine hohe
Zelldichte an Cyanobakterien vor, kann die Beschattung der unter Schwachlichtbedingungen weniger
konkurrenzfahigen Phytoplanktonarten zu einer weiteren Stabilisierung der Dominanz der Cyanobakterien
fihren [76]. Die Fahigkeit zur Bildung intrazelluldrer Gasvesikel ermdoglicht es den Cyanobakterien, ihre
Aufenthaltstiefe im Wasserkorper zu regulieren. Damit sind sie in der Lage, Zonen mit fir sie optimalen
Licht- und Nahrstoffbedingungen aufzusuchen, was z.B. bei einer Triibung des Wasserkorpers oder
wahrend langanhaltender Phasen thermischer Schichtung mit sukzessivem Verbrauch von Nahrstoffen
einen Vorteil gegenliber anderen Phytoplanktern darstellt. Zudem fallen die Verlustraten durch Absinken
gegenilber anderen Planktonorganismen deutlich geringer aus, wodurch in der euphotischen Zone

weniger Konkurrenz um Ressourcen besteht. Dies beglinstigt ebenfalls besonders wahrend
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langanhaltender Stagnationsphasen die Stabilitdit der Cyanobakterienpopulation und erklart das

vorwiegende Auftreten von Cyanobakterienbliiten gegen Ende der Sommerstagnationsphase.

Die derzeitigen klimatischen Verdanderungen fiihren mit ansteigenden Temperaturen und zunehmenden
Extremwetterlagen (z.B. Starkregenereignissen) in aquatischen Systemen u.a. zu erhéhtem Sediment- und
Nahrstoffeintrag sowie zur Verlangerung und Stabilisierung der thermischen Schichtung in
langanhaltenden Hitzeperioden. Aufgrund der physiologischen Eigenschaften der Cyanobakterien sind
diese Veranderungen besonders geeignet, das Auftreten von Cyanobakterien und die Ausbildung von

Massenentwicklungen zu fordern [74].

1.2.6.2 Taxonomie und Arteninventar der Talsperre Saidenbach

Die traditionelle Einteilung der Cyanbakterien erfolgt nach morphologischen Gesichtspunkten, wie der
ZellgroRe, -form und -organisation, der Ausbildung von speziellen Strukturen wie Heterocysten, Akineten
oder intrazellularen Strukturen (Gasvesikel) unter Berlicksichtigung von Vorkommen (planktisch,
benthisch) und physiologischen Eigenschaften (Stickstoff-Fixierung, Bildung von Sekundarmetaboliten).
Mit der Weiterentwicklung mikroskopischer Techniken kamen ultrastrukturelle Merkmale wie Formen
und Anordnung der Thylakoide hinzu. Entsprechend wurden die traditionellen Subsections | bis V

unterschieden [77]:

Subsection |, Order Chroococcales

e Subsection Il, Order Pleurocapsales

e Subsection Ill, Order Oscillatoriales

e Subsection IV, Order Nostocales

e Subsection V, Order Stigonematales
Subsection | umfasst einzellige Cyanobakterien, die sich durch Zweiteilung oder Knospung vermehren, im
Unterschied zu den ebenfalls einzelligen Cyanobakterien in Subsection I, fiir die eine Mehrfachteilung
unter Bildung von Baeocyten charakteristisch ist. In Subsection Il werden filamentése Cyanobakterien
ohne Heterocysten zusammengefasst, die Subsections IV und V enthalten heterocystenbildende Arten,
wobei die Nostocales durch eine Zellteilung in einer Ebene charaktersiert sind, wahrend die
Stigonematales zur Zellteilung in mehreren Ebenen und damit zur Bildung verzweigter Filamente befahigt

sind [79].
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Viele der traditionell nach morphologischen Gesichtspunkten gebildeten Ordnungen und Familien von
Cyanobakterien entsprechen jedoch nicht den phylogenetischen Verhaltnissen auf Grundlage der 16S
rDNA-Sequenzen (u.a. [80], [81], [82], [83]. Die moderne Taxonomie orientiert sich an den
Verwandtschaftsverhéltnissen auf Grundlage der ribosomalen DNA (16S rDNA sowie ITS-Region) und
bezieht erganzend morphologische, ultrastrukturelle, physiologische und 6kologische Kriterien ein. Dieser
Ansatz wird als ,polyphasic approach” bezeichnet [84], [85]. Tabelle 1 zeigt die entsprechende Taxonomie
nach [82] unter Kennzeichnung der fiir die Talsperre Saidenbach relevanten Gattungen.

Tabelle 1: Taxonomie der Cyanobakterien nach [82]; hervorgehoben Gattungen mit Relevanz fiir die Talsperre
Saidenbach

Subsection | Subsection Il Subsection Il Subsection IV Subsection V
Chamaesiphon Cyanocystis Arthrospira Anabaena Chlorogloeopsis
Chroococcus Dermocarpella Borzia Anabaenopsis Fischerella
Cyanobacterium Stanieria Crinalium Aphanizomenon Geitleria
Cyanobium Xenococcus Geitlerinema Calothrix lyengariella
Cyanothece Chroococcidiopsis Halospirulina Cyanospira Nostochopsis
Dactylococcopsis Myxosarcina Leptolyngbya Cylindrospermopsis Stigonema
Gloeobacter Pleurocapsa Limnothrix Cylindrospermum
Gloeocapsa Lyngbya Nodularia
Gloeothece Microcoleus Nostoc
Microcystis Oscillatoria Rivularia
Prochlorococcus Planktothrix Scytonema
Prochloron Prochlorothrix Tolypothrix
Synechococcus Pseudanabaena
Synechocystis Spirulina

Starria

Symploca

Trichodesmium

Tychonema

Die Klassifikation der Datenbank SILVA orientiert sich an der Einteilung in Subsection | bis V nach [82] und
untergliedert fir einige davon noch eine weitere Ebene (family). Die fur Saidenbach hauptsachlich

|ll

relevanten Arten fallen jeweils in die Kategorie ,,family 1“ der entsprechenden Subsection nach [82]. Die
Ordnung Chroococcales der NCBI-Klassifikation entspricht in Bezug auf die enthaltenen Gattungen in etwa
dem Inventar von Subsection | nach [82], darliber hinaus unterschiedet die NCBI-Taxonomie innerhalb der
Chroococcales die Genera Aphanothece, Cyanodictyon und Woronichinia, die in Saidenbach regelmaRig
nachgewiesen wurden [4]. Subsection Il enthélt viele der Arten, die in der Ordnung Oscillatoriales der
NCBI-Taxonomie enthalten sind. Subsection IV entspricht in Bezug auf die flir Saidenbach relevanten
Gattungen den Nostocaceae der NCBI-Klassifikation.

Die Einteilung der ribosomal database orientiert sich an 16S rDNA-Stammbaum der Cyanobakterien in

[82] und weist 13 Familien (Family I-XIll) und darin Genera aus. Fiir Saidenbach relevante Arten sind z.B.

in folgenden Gruppen enthalten:
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e family |, genus Gpl (Anabaena, Aphanizomenon),

e family ll, genus Gplla (Synechococcus, Microcystis)

e family IV, genus GplV (Leptolyngbya, Phormidium, Oscillatoria)
e family V, genus GpV (Leptolyngbya, Phormidium, Oscillatoria)

e family XI, genus GpXI (Microcystis)

Im Freiwasser der Talsperre Saidenbach dominierten bis 1986 die Gattungen Aphanizomenon, Anabaena
und Microcystis, die in den Jahren 1987 bis 1994 durch Aphanothece und Snowella (ehem.
Gomphosphaeria) abgelost wurden, wahrend seit 1995 vorwiegend Cyanodictyon planctonicum und
Aphanothece bachmannii auftreten [4]. Die Anderung des Artenspektrums wird in Zusammenhang mit der
Veranderung der Phosphatbelastung bzw. der Trophie der Talsperre gesehen und lasst den Schluss zu,
dass die unter den aktuell geringen Phosphatgehalten dominanten Arten ausgepragte Phosphat-

Kompetitoren sind [4].
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1.3 Phytoplankton — Arteninventar und Dynamik in der Talsperre Saidenbach

Die Abundanz und Zusammensetzung des Phytoplanktons in der Talsperre Saidenbach weist eine deutliche
jahreszeitliche Sukzession auf [86], [4]: Die Friihjahrsmassenentwicklung ist von Diatomeen dominiert
(Aulacoseira italica, Asterionella formosa, Diatoma elongatum, Synedra acus), gefolgt von einer
schwéacheren Entwicklung anderer Algen (z.B. Chrysochromulina parva, Rhodomonas pusilla,
verschiedenen Griinalgen) oder ebenfalls Diatomeen im Friihsommer und Sommer. Ab dem Spatsommer
treten Massenentwicklungen von Cyanobakterien auf (Aphanothece bachmanii, A. clathrata, Snowella
lacustris) und bzw. oder von Fragilaria crotonensis. Verschiedenste biotische und abiotische Faktoren
steuern die Phytoplanktondynamik wie Licht, Nahrstoffe, Temperatur, grazing und Sedimentation. Diese
GroRen stehen wiederum in Zusammenhang mit den herrschenden Durchmischungsverhéltnissen, die
wesentlich durch klimatische Bedingungen gesteuert werden. Langzeituntersuchungen der Talsperre
Saidenbach ergaben, dass aufgrund veranderter klimatischer Bedingungen der starke Rickgang der
Phosphateintrage seit 1990 nicht zum erwarteten Riickgang der Phytoplanktonentwicklung und zur Re-
oligtrophierung des Gewadssers filihrte [87]. Warmere Winter bedingen seit 1990 verlangerte
Frihjahrsvollzirkulationen, die die Sedimentationsverluste der Diatomeen vermindern. Durch ihr langes
Verbleiben und Wachstum in der euphotischen Zone kénnen die vorhandenen Nahrstoffreserven
dementsprechend vollstandig umgesetzt und hohe Phytoplanktonbiomassen gebildet werden. Je nach
Witterungsverhadltnissen wird die Friihjahrsmassenentwicklung entweder durch die sich ausbildende
thermischen Schichtung verbunden mit Sedimentation der Diatomeen oder durch Aufbrauch der
Nahrstoffreserven wahrend einer langer andauernden Vollzirkulation abgebrochen. Die so gesteuerte
Nahrstoffverfligbarkeit ist von entscheidender Bedeutung fir die sommerliche Phytoplanktondynamik.
Die bis 1990 im Sommer dominierende Diatomee Fragilaria crotonensis wird unter den verringerten
Phosphatreserven durch Cyanobakterienarten abgelost, welche stdrkere Phosphatkompetitoren
darstellen. Dazu zdhlen vor allem Aphanothece bachmannii und Cyanodictyon planctonicum, die seit 1995
die sommerliche Cyanobakterienpopulation dominieren, welche zuvor aus anderen Arten
zusammengesetzt war (Aphanizomenon, Anabaena, Microcystis bis 1986, Aphanothece sp. und Snowella
sp. 1987-1994) [88]. Der Riickgang der Biomasse von Fragilaria wurde durch die Biomasseproduktion
durch Cyanobakterien sogar Uberkompensiert, da diese in Perioden langanhaltender thermischer
Schichtung zudem durch die Méglichkeit der aktiven Auftriebsregulierung beglinstigt sind, die ihnen im
Unterschied zu den starker sedimentierenden Diatomeen ein Verbleiben in der euphotischen Zone
ermoglicht. Hohere Wassertemperaturen begiinstigen Cyanobakterien zusatzlich, die unter diesen

Bedingungen oft héhere Wachstumsraten aufweisen als andere Phytoplankter.
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1.4 Uberblick tiber die angewendeten Methoden

Die Untersuchung des Phytoplanktons und des Bakterioplanktons in der Vorsperre Forchheim und
verschiedenen Teilabschnitten der Talsperre Saidenbach erfolgte anhand von in-situ-Sondenmessungen,
Licht- und Fluoreszenzmikroskopie, Durchflusszytometrie sowie verschiedener molekulargenetischer
Methoden. Die Quantifizierung und Differenzierung von Zellen bzw. Organismen mittels
Durchflusszytometrie, Sondenmessungen sowie eines Teils der mikroskopischen Analysen basierte auf
deren Pigmentzusammensetzung und morphologischen Eigenschaften. Ziel der molekulargenetischen
Untersuchungen war die ribosomale RNA. Die ribosomale Nukleinsdure stellt aufgrund ihrer essentiellen
Funktion als Bestandteil der Ribosomen und ihres ubiquitdren Vorkommens in Zellen ein geeignetes
Molekil zur Untersuchung der gesamten bakteriellen Population dar. Aufgrund dieser und ihrer
evolutionaren Eigenschaften ist die ribosomale RNA als Grundlage molekularékologischer Untersuchung
mikrobieller Gemeinschaften etabliert und insbesondere die 16S rDNA und die 23S rDNA werden als Basis
fir die Erstellung phylogenetischer Stammbdume verwendet. Fiir taxonomische und phylogenetische
Untersuchungen ist die ribosomale RNA besonders geeignet, da ihre Gensequenz sowohl variable als auch
konservierte Regionen enthalt, sodass Untersuchungen auf verschiedenen phylogenetischen Ebenen
sowie unterschiedlich nah verwandter Organismen moglich sind: Wahrend hochkonservierte Regionen,
die in vielen Arten die gleiche Sequenz aufweisen, die Erfassung groRRerer taxonomischer Einheiten sowie
die Erfassung phylogenetischer Beziehung zwischen weniger nah verwandter Organismen ermdoglichen,
kénnen anhand variabler Regionen auch nah verwandte Arten unterschieden werden und Gruppen auf

Gattungs- und Familien-Niveau erfasst werden (u.a. [89], Abbildung 8).
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der 16S rDNA mit hypervariablen Regionen V1-V9; aus: [90]

Anhand der in dieser Arbeit angewandten molekularbiologischen Methoden kdnnen unterschiedliche
Aspekte der Struktur und Dynamik der mikrobiellen Gemeinschaft untersucht werden. Durch die
Sequenzierung von Bereichen der 16S rRNA (Klonierung, 16S-Amplikonsequenzierung) werden
umfassende Informationen zu vorliegenden Arten und Artengruppen gewonnen, die auch Aussagen (iber
phylogenetische Beziehungen ermoglichen. Molekulare Fingerprinttechniken wie die Denaturierende
Gradienten-Gelelektrophorese (DGGE) bilden die strukturelle Zusammensetzung der Lebensgemeinschaft
in einer Probe ab und ermdglichen so rdaumliche und zeitliche Vergleiche von Umweltproben. Die

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung bietet neben der qualitativen und quantitativen Erfassung der
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Zusammensetzung der Mikrobenpopulation insbesondere die Moglichkeit der Analyse der mikrobiellen
Gemeinschaft in ihrer realen raumlichen Struktur, wobei z.B. auch morphologische Eigenschaften von

Gruppen oder Konsortien von Mikroorganismengruppen erkannt werden kénnen.
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1.5 Zielstellung der Arbeit

Ziel der Arbeit ist die Analyse des Bakterioplanktons in der Talsperre Saidenbach und die Identifizierung
von Einflussfaktoren auf seine Zusammensetzung. Dazu wird die mikrobielle Gemeinschaft im Freiwasser
der Talsperre Saidenbach von 2013 bis 2015 monatlich in seiner saisonalen Entwicklung und hinsichtlich
lokaler Unterschiede untersucht. Zur Quantifizierung und Differenzierung des Bakterioplanktons werden
Fluoreszenzmikroskopie, = Durchflusszytometrie, = CARD-FISH, @ DGGE, Klonierung und  16S-
Amplikonsequenzierung eingesetzt. Die Auswertung der Daten erfolgt durch Korrelationsanalysen,
Clusteranalysen und NMDS unter Einbeziehung hydrophysikalischer und hydrochemischen Parameter,

meteorologischer Daten sowie der Daten zur Phytoplanktongemeinschaft.

In methodischer Hinsicht werden Verfahren zum Monitoring typischer Organismengruppen im Pelagial auf
ihre Eignung hin untersucht: Die spektrofluorometrische Erfassung von Phytoplanktongruppen mit Hilfe
einer Tauchsonde (bbe Moldaenke GmbH) wird anhand mikroskopischer Analysen des Phytoplanktons (Dr.
H. Horn) validiert. Die Eignung der Durchflusszytometrie zu Ermittlung der bakteriellen Gesamtzzellzahl
und zur Quantifizierung des autotrophen Picoplanktons differenziert nach den vorherrschenden
akzessorischen Photopigmenten (Phycocyanin oder Phycoerythrin) wird ebenfalls anhand

mikroskopischer Zahlungen tberprift.
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2 Material und Methoden

2.1 Probenahme

Zur Analyse der mikrobiellen Gemeinschaft im Freiwasser der Saidenbachtalsperre wurden wahrend der
eisfreien Zeit im Abstand von vier Wochen Wasserproben genommen. Dabei wurden jeweils vier
Probenahmepunkte in FlieRrichtung (Vorsperre Forchheim, vor (H) und nach (S) der Unterwassermauer
im Haselbacharm und vor der Hauptstaumauer (E)) beprobt (Abbildung 1). Fir alle Probenahmestellen und
Analysen wurden Wasserproben aus 2m Tiefe entnommen, dariiber hinaus wurden fir einige
Untersuchungen weitere Wassertiefen beprobt (Tabelle 2). Zur Entnahme von Wasserproben aus den
jeweiligen Wassertiefen wurde ein Wasserschopfer nach Ruttner (HYDRO-BIOS Apparatebau GmbH, Kiel-
Holtenau, D) verwendet. Die Wasserproben wurden gekihlt und dunkel transportiert und bei 4°C gelagert.
Die Filtration der Wasserproben erfolgte spatestens am Folgetag.

Tabelle 2:Verwendung und Entnahmebedingungen fiir Wasserproben

Untersuchungsstelle und Probennahmemenge und -
Verwendung . .

Wassertiefe bedingungen
DNA-Isolati d E: 2m, Metalimnion, 20m; Net .

S0’ |9n ur.1 m, Vietalimnion, sUm; Netzzug | 4 Glasflasche; Netzzug mit Netz
molekularbiologische (nur DNA) Porenweite 0.54mm
Untersuchungen; CARD-FISH F, H,S:2m !

. H H ®

Durchflusszytometrie (Bestimmung E: 2m, 4m, 6m, Metalimnion, 20m, 1? ml CELLSTAB Pol-ypropylen
Gesamtzellzahl, Zellzahl APP) 30m, 35m Roéhrchen (Greiner Bio-One GmbH,

’ F, Hund S jeweils 2m und 4m Frickenhausen, D)
Epifluoreszensmikroskopische E: 2m, 4m, 6m, Metalimnion, 20m 100ml getonte Glasflaschen,
Quantifizierung APP F, H, S: jeweils 2m und 4m Fixierung 2,7ml Formalin (37%)
2014: mikroskopische E 2m, 4m, 6m, 20m, 30m 50ml Glasschliffflaschen, Fixierung
Quantifizierung Phytoplankton F,H,S:2m mit Lugolscher Lésung

50 ml CELLSTAR® Polypropylen
Rohrchen (Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, D)

E: 2m, 4m, Metalimnion, 20m

Chemische Analytik F, H,S:2m

An allen Probenahmepunkten wurden chemisch-physikalische Parameter (Sauerstoffgehalt, pH-Wert,
elektrische Leitfahigkeit, Temperatur, Chlorophyll a-Konzentration) der Wassersaule in Abstidnden von
einem Meter ermittelt (OXI 197-S; pH 197-S; LF 197-S, Wissenschaftlich-Technische Werkstatten GmbH,
Weilheim, D., microFlu-Chl, TriOS ScienceGmbH, Rastede, D.) sowie die Sichttiefe mit Hilfe einer Secchi-
Scheibe bestimmt. Von April bis November 2014 wurde das Tiefenprofil des Phytoplanktons differenziert
nach verschiedenen Gruppen (Diatomeen, Grinalgen, Cyanobakterien, Cryptophyta) mit Hilfe der
FluoroProbe-Sonde der Firma bbe Moldaenke GmbH (Schwentinental, D) aufgenommen und parallel dazu
die Biovolumina der Phytoplanktonarten in distinkten Tiefen mikroskopisch bestimmt (Methode nach
Utermohl, Dr. H. Horn, Sachsische Akademie der Wissenschaften zu Leipzig). Die durchflusszytometrischen
Analysen (Accuri C6, BD Biosciences, New Jersey, USA) zur Bestimmung der Gesamtzellzahl sowie von

Cyanobakteriengruppen erfolgten noch am Probenahmetag.

23



2 Material und Methoden

Meteorologische Daten wie Globalstrahlung, Lufttemperatur, Niederschlagsmenge, sowie Zu- und
Abflussmengen der Talsperre Saidenbach und Vorsperre Forchheim wurden von der
Landestalsperrenverwaltung Sachsen, der Okologischen Station Neunzehnhain der TU Dresden sowie dem
Sachsischen Landesamt fir Umwelt, Landwirtschaft und Geologie (Agrarmeteorologisches Messnetz

Sachsen, Station Forchheim) bezogen.

2.2 Chemische Analytik
Chemische Analysen (P, NOs, NHj, SOs, DOC, Fe, Mn) der Wasser- und Sedimentproben wurden
entsprechend der in Tabelle 3 aufgelisteten Vorschriften von H. Herrling (SAW) durchgefiihrt.

Tabelle 3: Ubersicht Chemische Analysen der Wasserproben (nach Filtration mit 0,45um Cellulose - Acetat Filtern,
Whatman GmbH, Dassel, D)

Parameter Analyseverfahren
Sulfat (SO4-S)

Nitrat (NO3-N)
Nitrit (NO2-N)

nach DIN EN-ISO-10304-21 mit lonenchromatograph Dionex ICS 3000 (Thermo
Fisher GmbH, Idstein, D.)

nach DIN EN-ISO-10304-21 mit lonenchromatograph Dionex ICS 3000 mit

Chlorid (CT) Trennsdule AS 9 fir Anionen

Acetat nach DIN EN-ISO-10304-21 mit lonenchromatograph Dionex ICS 3000 mit
(CHsCOO) Trennsaule AS 1 fiur Fettsduren (C1-Ce)

GelG6stes Eisen (D-Fe) AAS-Flamme (Varian Spectra 220 FS, Agilent Technologies Sales & Services GmbH

Gelostes Mangan (D-Mn) | & Co.KG)

nach DIN 38409-H3-1 mit liquiTOC-Analyzer (elementar Analysensysteme GmbH,
Hanau, D.)

SRP (0-P0O4-P) nach DIN EN 1189 photometrische Messung bei 880 nm (Milton Roy)

DIC/DOC/DTC

2.3 Mikroskopische Bestimmung der Gesamtzellzahl

Zur Bestimmung der Gesamtzellzahl in den Wasserproben wurden je 4 ml formalinfixierte Probe mit 150 pl
Propidiumjodid (1 mg/ml; Molecular Probes® invitrogen detection technologies, Eugene, USA) versetzt.
Nach Inkubation fiir 15min bei Raumtemperatur im Dunkeln wurde die Probe Uber 0,2 um
Polycarbonatfilter (Whatman GmbH, Dassel, D) filtriert und der Filter auf Objekttrager in Citifluor (Citifluor
Ltd, London, GB) eingebettet und bei -20°C dunkel gelagert bis zur Auswertung. Die Auszahlung erfolgte
am Epifluoreszenzmikroskop (Axioskop, Carl Zeiss, Jena, D) mit Filtersatz 20 (Anregung BP 546/12,
Emission BP 575/640, Strahlenteiler 560 Carl Zeiss, Jena, D)

24



2 Material und Methoden

2. 4 Mikroskopische Quantifizierung des autotrophen Picoplanktons

Flr die fluoreszenzmikroskopische Quantifizierung des autotrophen Picoplanktons (APP) wurden 20ml der
formalinfixierten Probe tiber 0,2pum Polycarbonatfilter (Whatman GmbH, Dassel, D) filtriert und die Filter
mit Citifluor (Citifluor Ltd, London, GB) auf Objekttrager eingebettet. Die Untersuchung am
Epifluoreszenzmikroskop mit Hilfe des Filtersatzes 14 (Anregung BP 510-560, Strahlenteiler FT 580,
Emission LP 590, Carl Zeiss, Jena, D) ermoglicht die Abgrenzung der Cyanobakterien von anderen
Organismen aufgrund der Eigenfluoreszenz der Phycobiline sowie die Differenzierung von phycocyanin-
und phycoerythrinhaltigen Cyanobakterien. Quantitativ erfasst wurden kokkale Zellen mit Durchmessern
<1pm und 1-2um, diese bilden gemeinsam das APP, fiir das Zellzahlen und Biovolumina berechnet wurden.
Zur statistischen Absicherung wurden fiir die Wasserproben 10 Zahlungen pro Filter durchgefiihrt und in

die Berechnung einbezogen.

2. 5 Durchflusszytometrie

In einem Durchflusszytometer erfolgt die Messung von Lichtstreuung und Fluoreszenz wahrend Partikel
(z.B. Zellen) in einem Flussigkeitsstrom einen rechtwinklig dazu verlaufenden Laserstrahl passieren [91].
Dabei konnen neben der schnellen Quantifizierung der Zellen auch verschiedene Eigenschaften detektiert
und unterschieden werden. In den meisten Durchflusszytometern werden dazu durch zwei Streulicht-
Detektoren zum Einen das Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC) erfasst, welches vor allem mit der
GroRe der Zellen korreliert, zum Anderen das Seitwartsstreulicht (side scatter, SSC), wodurch
Informationen Uber verschiedene Struktureigenschaften der Zellen gewonnen werden kénnen [91].
Darliber hinaus kénnen weitere, zumeist Fluoreszenzeigenschaften der Partikel detektiert werden. Das fiir
die Untersuchungen verwendete Durchflusszytometer Accuri C6 (Becton Dickinson, Heidelberg, D), verfigt
Uber zwei Anregungslaser und vier Emissionsdetektoren (Tabelle 4).

Tabelle 4: Optische Konfiguration des BD Accuri C6 Durchflusszytometers und detektierte Photopigmente bzw.
verwendete DNA-Farbstoffe, verdndert nach: [92]

Wellenlange Emissionsdetektor/ Photopigment/ Farbstoff Emissionsmaximum
Anregungslaser Wellenlange
488nm (Blau)
FL1/533nm +/-15 SYBRGreen 521nm
FL2/585nm +/-20 Phycoerythrin 575nm
FL3/ 670 LP Chlorophyll a, b >640nm
Propidiumiodid 617nm
640nm (Rot)
FL4/ 675 +/- 12,5 C-Phycocyanin/ 650nm/
R-Phycocyanin 646nm
Allophycocyanin 660nm
Vorwartsstreulicht 0° +/-15°
Seitwartsstreulicht 90° +/- 15°
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Die detektierbaren Eigenschaften lassen z.B. eine Quantifizierung von Zellen nach Anfarbung mit
entsprechenden Farbstoffen oder eine Quantifizierung und Differenzierung ungefarbter Zellen zu. Fir
Gewasserproben ermdéglichen insbesondere die verschiedenen Photopigmente der Phytoplankter sowohl
die Abgrenzung von nicht-photosynthetisch aktiven Organismen als auch eine weitere Differenzierung der
Phytoplanktongruppen. Aufgrund der hohen Variabilitdat von ZellgroRen und -formen kdnnen weitere

Differenzierungen der Phytoplankter vorgenommen werden.

2.5.1 Bestimmung der Gesamtzellzahl

Die Bestimmung der Gesamtzellzahl basierte auf der Anfarbung der Zellen mit dem DNA-bindenden
Fluoreszenzfarbstoff SYBRGreen (Invitrogen, Carlsbad, USA) (u.a. [93]). 5 ul unfixierte Probe sowie 3 pl
einer SYBRGreen-Stammlosung (1:100 in DMSO) wurden in einem Gesamtvolumen von 300 pul in
autoklaviertem Reinstwasser eingesetzt. Nach einer Inkubation bei 37°C fir 15 min wurden 50 pl
Probenvolumen mit einer Durchflussrate von 35 pl/min (medium) und einer core size des Probenstroms
von 16um gemessen. Der Threshold wurde bei 800 auf dem zur Detektion von SYBRGreen verwendeten
Kanal FL1-H gesetzt. Die Messparameter und die zur Auswertung verwendeten gates basierten auf dem

Template C6 Eawag Water Quality Template for BD Accuri C6 der Firma BD BioSciences [94] .

2.5.2 Quantifizierung und Differenzierung des autotrophen Picoplanktons

Zur Differenzierung und Quantifizierung von Cyanobakterien, insbesondere des APP, wurden ab 2014 je
50 pl der Wasserproben unfixiert am Abend der Probenahme im Durchflusszytomter analysiert. Die
Grundlage fiir die Messungen und Auswertungen bildeten die Angaben in [92]. Fiir die Auswertung wurden
Messungen mit Durchflussrate von 35 pl/min und einer core size des Probenstroms von 16 pm
(Standardeinstellung medium) verwendet. Der Schwellenwert fiir die Erfassung der Signale wurde auf den
Wert 10.000 im Forward scatter festgelegt. Messungen mit einer geringeren Durchflussrate (14 pl/min)
und core size (10 um) des Probenstroms (Standardeinstellung slow), wie sie zur Vereinzelung
picoplanktischer Zellen naheliegend wéaren, wurden nicht verwendet, da bei diesen starkere Messfehler

bei der Quantifizierung des Probenvolumens durch die Software auftreten [95].

26



2 Material und Methoden

2.6 Spektrofluorometrische Erfassung von Phytoplanktongruppen

2.6.1 Grundlagen und Messprinzip

Aufgrund des hohen zeitlichen Aufwands fir mikroskopischen Phytoplanktonanalysen wurden
verschiedene Verfahren entwickelt, um eine schnellere Quantifizierung und Differenzierung des
Phytoplanktons vornehmen zu kénnen. Fluoreszenzbasierte Messverfahren beruhen auf der Anregung
und Detektion der Emission von Photopigmenten, wie z.B. Chlorophyll a. Die Phytoplanktonklassen
zeichen sich durch das Auftreten unterschiedlicher Anteile weiterer Photopigmente aus, die zur

fluorometrischen Differenzierung genutzt werden kénnen (Tabelle 5).

Tabelle 5: Algengruppen und Photopigmente (aus: [96], [97])

Chlorophylle Xanthophylle Phycobiline
a b c Fuco—. Peridinin PhycF)— Phycoj
xanthin cyanin erythrin
430 435 444-452 450 466 614 498
Aabs (nm) | 660-665 470 583-586 470 535 620 538
645 630-635 565
Jox (1) 430-450 459-467 450-465 508-525 490 630 550
e (N 668-685 652-678 633-696 678-680 675 650 560-575
Chloro-
+ + - - - - -
phyta
Eugleno-
+ + - - - - -
phyta
Chryso-
+ - + + - - -
phyta
Bacillario
+ - + + - - -
-phyta
Dino-
+ - + - + - -
phyta
Hapto- . i . . i i i
phyta
Crypto- + - + - - + +
phyta
Cyano-
. + - - - - + +
bacteria

Die Erfassung und Differenzierung verschiedener Algenklassen mit der Tauchsonde FluoroProbe basiert
auf dem Vorkommen der Photopigmente Chlorophyll a, Chlorophyll ¢, Phycocyanin, Phycoerythrin,
Fucoxanthin und Peridinin [98]. Anhand ihrer Pigmentzusammensetzung werden vier Algenklassen

unterschieden (Tabelle 6).
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Tabelle 6: Spektrale Gruppen von Organismen nach den vorherrschenden Photopigmenten, nach [98]

Bezeichnung spektrale Gruppe Organismen Photopigmente
nach [98]
Green group Chlorophyta Chlorophyll a/b; Carotinoide
Blue group Cyanobacteria Phycocyanin
Brown group Heterokontophyta, Chlorophyll a, c
Haptophyta, Dinophyta !
Mixed group Cryptophyta Chlorophyll a, c, Phycoerythrin

Grundlage der Differenzierung der untersuchten Algenklassen sind Normspektra der Fluoreszenzintensitat

der einzelnen Algengruppen nach Anregung in finf verschiedenen Wellenlangenbereichen (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Fluoreszenzspektra verschiedener ~ Abbildung 10: Darstellung des bbe-Messprinzips (bbe
Algenklassen nach Anregung in funf moldaenke GmbH, 2016)
Wellenlangenbereichen, aus [98]

Die Anregung erfolgt in aufeinanderfolgenden Pulsen mit sechs LEDs der Wellenlangen 370, 470, 525, 570,
590 und 610 nm (Abbildung 10), wobei die Anregung bei 370nm zur Korrektur von Gelbstoffen dient. Mit
Hilfe eines Photomultiplieres wird die Fluoreszenzemission bei 680nm (Chl a) gemessen und anhand des
flir jede taxonomische Gruppe charakteristischen Normspektrums sowie des gruppenspezifischen
Photopigment-/Chlorophyll-a-Verhiltnisses die Anteile der jeweiligen Algenklassen am Chlorophyll a-
Signal berechnet [98]. Die detektierbare Chl a-Konzentration wird vom Hersteller mit 0 — 200 ug Chl a/I

angegeben, bei einer maximalen Auflésung von 0,01 pg Chl a/l.

Grenzen der Differenzierung sowie Quellen fiir mogliche Fehlzuordnungen kénnen durch die teilweise
Uberlappung von Fluoreszenzspektren der Photopigmente gegeben sein. Dariiber hinaus treten
bestimmte Photopigmente in mehreren Algenklassen auf wie z.B. Phycoerythrin in Cyanobakterien und
Cryptophyta [99], [100]. Anpassungsstrategien der Organismen an unterschiedliche Umweltbedingungen
wie Lichtintensitaten und -qualitdten z.B. in verschiedenen Wassertiefen, bedingen Unterschiede im

Verhaltnis der Photopigmente [101]. Cyanobakterien verfiigen z.B. tiber die als chromatische Adaptation
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bezeichnete Fahigkeit, die Anteile der Phycoyanin- und Phycoerythrinmolekiile in den peripheren
Antennenkomplexen zu variieren. Die Veranderung der Anteile von Phycocyanin, Phycoerythrin und
Chlorophyll a wirken sich auf die Fluoreszenzeigenschaften der Zellen aus [102], was die zuverlassige
Detektion und Unterscheidung von anderen Phytoplanktongruppen erschwert. Dariiber hinaus sind die
Fluoreszenzsignaturen der einzelnen Spezies innerhalb einer spektrometrischen Gruppe nicht identisch,
sodass sich je nach Artenzusammensetzung Abweichungen vom definierten Normspektrum ergeben

kénnen (Catherine et al. 2012).

2.6.2 Datenaufnahme und Vergleich mit mikroskopisch ermittelter
Phytoplanktonzusammensetzung

Tiefenprofile mit der FluoroProbe Sonde wurden mit drei Messungen je Sekunde und ca. 25 Messwerten
je Meter Wassersdule aufgenommen. Zur Auswertung wurden 20 cm-Mittelwerte der Originaldaten
errechnet. Diese Werte wurden mit den mikroskopisch ermittelten Biovolumina verglichen, fir die aus
den jeweiligen Tiefen an jeder Probenahmestelle Wasserproben mittels Ruttner-Schopfer entnommen
wurden. Die Proben wurden vor Ort mit Lugolscher Losung fixiert, kithl und dunkel gelagert und nach
Utermohl in Sedimentationskammern unter 200-facher bzw. 400-facher VergroRerung ausgezahlt
(Umkehrmikroskop Sedival, Zeiss AG, Jena, D). Die Quantifizierung des Phytoplanktons wurde von Dr.
Heidemarie Horn (Sdchsische Akademie der Wissenschaften zu Leipzig) vorgenommen. Fir die
Berechnung der Biovolumina wurden artspezifische Mittelwerte aus langjahrigen Untersuchungen des
Phytoplanktons der Talsperre Saidenbach zugrunde gelegt [4]. Fiir einige Arten erfolgte die Bestimmung
der Biovolumina anhand der in der jeweiligen Probe ermittelten Zell- bzw. KoloniegroBen: Fir
koloniebildenden coccale Arten (Aphanothece bachmanii, A. minutissima, Cyanodictyon planctonicum,
Woronichinia naegeliana, Microcystis flos-aquae) wurden die Kolonien zur Ermittlung der Biovolumina
vermessen. Fir die fadenférmgen Cyanobakterienarten (Oscillatoria limnetica, Aphanizomenon flos-
aquae, Anabaena sp., Tychonema sp.) wurden die Biovolumina anhand der mittleren Lange der Filamente
in jeder Probe ermittelt. Biovolumina von Coenochloris polycocca, Oocystis sp. und Pandorina morum

wurden auf Grundlage der in der jeweiligen Probe vermessenen Zell- bzw. Koloniedurchmesser bestimmt.

Fir den Vergleich der Phytoplanktongruppenspezifischen Chlorophyll a-Konzentrationen aus den
Sondemessungen mit den Ergebnissen der mikroskopischen Quantifizierung erfolgte die Gruppierung der
Arten anhand ihrer Photopigmente in die entsprechenden Gruppen der spektrophotometrischen-
Klassifizierung. Diatomeen, Dinophyceen, Haptophyceeen und Chrysophyceen wurden als spektrale

Gruppe “Diatoms” (“brown group” nach [98]) zusammengefasst. Die spektrale Gruppe der Griinalgen
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(“Green group” [98]) wurde im Vergleich den Biovolumina von Griinalgen und Desmidiadaceen
gegenibergestellt. Die spektrale Gruppe der Cryptophyta (“red group” in [98]) umfasste Arten der
Cryptophyceen und Cyanobakterien wurden zum Vergleich mit der spektralen Gruppe “bluegreen”

zusammengefasst.

Beim Vergleich von Fluoreszenzintensitaten mit Zellzahlen oder Biovolumina muss jedoch beachtet
werden, dass zwischen diesen Parametern kein strikter Zusammenhang besteht. Die Konzentration und
Anteile der Photopigmente in den Zellen kann zwischen Arten stark variieren, sodass bei einer
Quantifizierung von Phytoplanktongruppen die jeweilige Artenzusammensetzung der Gruppe auf das
Verhaltnis zwischen Fluoreszenzsignal und Zellzahlen Einflusss nehmen kann. Dariiber hinaus variiert die
Pigmentkonzentration auch innerhalb einer Art je nach physiologischen Zustand der Zellen und

Umweltbedingungen wie Licht- und Nahrstoffangebot [103] [104] [105].

Die statistische Auswertung von insgesamt 54 Proben erfolgte mit dem Program R V. 2.2.1 [106]. Die
Korrelation gruppenspezifischer Chlorophyll a-Konzentration mit den entsprechenden Biovolumina wurde
mittels Rangkorrelation nach Spearman untersucht, da die Daten nicht den Anforderungen der

Normalverteilungsannahme geniigten (Shapiro-Wilk-Test, Kolmogorov-Smirnoff-Test, QQ-Plot).
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2.7 Molekularbiologische Methoden

2.7.1 DNA-Isolierung, Polymerase-Kettenreaktion und Agarose-Gelelektrophorese

Zur Gewinnung von DNA aus den Wasserproben wurden 400 ml sequentiell in zwei GroRRenfraktionen
filtriert: Auf Filtern mit einer Porenweite von 5 um (Cellulose Nitrat-Filter, Whatman, Dassel, D) wurden
Partikel-assoziierte Bakterien oder gréRere Organismen, z.B. Algen, zurlickgehalten. Das Filtrat wurde
anschlieRend Uber Filter der PorengrofRe 0,2 um (Polycarbonatfilter, Whatman, Dassel, D) gegeben, diese
GroRenfraktion enthélt die im Folgenden als frei lebende Bakterien bezeichnete Organismen. Die DNA-

Isolierung von den Filtern erfolgte mit dem UltraClean™ Soil DNA Purification Kit (Mobio Laboratories, Inc.,

Carlsbad, USA) nach Herstellerangaben.

Zur Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente mittels PCR wurden die Thermocycler T3 und Tpersonal
(Biometra, Gottingen, D) sowie Mastercycler ep Gradient S (Eppendorf, Hamburg, D) verwendet. Die

jeweiligen PCR-Ansatze, PCR-Programme und Primer sind den Tabellen 8 bis 10 zu entnehmen

Tabelle 7: PCR-Ansdtze
Komponente

| Volumen [ul]

10 pl PCR-Ansatz GoTag® DNA-Polymerase

Promega, Mannheim, D)

5x Green GoTaqg® Reaction Buffer
dNTPs

Forward-Primer (10 pM)
Reverse-Primer (10 uM)
DNA-Template

PCR-Wasser

GoTaq® DNA-Polymerase (5 U/ul)

2

1

0,2
0,2
1-2
ad 10
0,05

10 pl PCR-Ansatz 5 PRIME HotMaster Mix (5Prime, Darmstadt, D)

5 PRIME HotMaster Mix (2.5x) (50 U/ml)
Forward-Primer (10 uM)
Reverse-Primer (10 uM)

PCR-Wasser

DNA-Template

4
0,2
0,2
ad 10
1-2

10 pul PCR-Ansatz PerpetualTaq (Roboklon, Berlin, D):

Puffer B

dNTPs

Forward-Primer (10 uM)
Reverse-Primer (10 uM)
DNA-Template

PCR-Wasser

PerpetualTag DNA-Polymerase (xU/ul)

1

2

0,5
0,5
1-2
ad 10
0,05
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Tabelle 8: Ubersicht liber die verwendeten PCR-Programme

Reaktionsschritt Temperatur [°C] | Dauer [min] | Zyklenanzahl
TPU1/1492R: Amplifizierbarkeit der Probe; Bacteria
Initiale Denaturierung 95 5
Denaturierung 95 1
Annealing 57 1 30
Elongation 72 1
Finale Elongation 72 10
341FGC/R518: DGGE-Fragment Bacteria; DGGE-Fragment Synechococccus (nested PCR von ProCR/ Cya-b-F371)
Initiale Denaturierung 95 5
1. Teil- Denatu-rierung 951 1
Annealing 65 1 20
zyklus -
Elongation 72 1
5 Teil- Denatu.rierung 95 1
Annealing 55 1 15
zyklus -
Elongation 72 1
Finale Elongation 72 10
341FGC /A688R: DGGE-Fragment Alphaproteobacteria
Beta680F/1055RGC: DGGE-Fragment Betaproteobacteria
Initiale Denaturierung 95 5
. Denaturierung 95 1
1. Teil- ; 1
Annealing 65 1 20
zyklus -
Elongation 72 1
. Denaturierung 95 1
2. Teil- -
Annealing 55 1 18
zyklus -
Elongation 72 1
Finale Elongation 72 10
ProCR/ Cya-b-F371: Spezifitat Synechococcus fiir nested PCR DGGE-Fragment
Initiale Denaturierung 95 5
. Denaturierung 95 1
1. Teil- : 1
Annealing 65 1 20
zyklus -
Elongation 72 1
5 Teil- Denatu.rierung 95 1
Annealing 55 1 15
zyklus -
Elongation 72 1
Finale Elongation 72 10
M13F/M13R: Klonierung Vektor pCR2.1
Initiale Denaturierung 95 10
Denaturierung 95 1
Annealing 57 1 35
Elongation 72 2
Finale Elongation 95 10

1.0,5K je Zyklus
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Tabelle 9: Ubersicht liber die verwendeten Primer

Bezeichnung | Spezifitat/Zielgen Sequenz 5°-3’ Quelle
TPU1 (27F) Bacteria, 16S rDNA AGAGTTTGATCMTGGCTCAG [107]
357FGC/341 | Bacteria, 16S rDNA, CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGG [108]
FGC DGGE-Standard GCACGGGGGGCCTACGGGAGGCAGCAG
359FGC Cyanobacteria, 16S CGCCCGLCCGCGELCGLCGGCEGEGELCEEGEGLEGAEEG [109]
- rDNA, GCACGGGGGGGRGGAATTTTCYGCAATGGG
Cya-b-F371 rcl‘)’;rrbade”a' 165 CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCG | [110]
Bacteria, 16S rDNA,
R518 DGGE-Standard ATTACCGCGGCTGCTGG [108]
Betaproteobacteria,
Beta680F 165 rDNA CRCGTGGTAGCAGTGA [111]
Alphaproteobacteria,
A688R 165 rDNA TATCTACGAATTTCACCT [112]
. CGCCCGCCGLGLLLLGLGLLcaaGrecaeeacec
1055RGC Bacteria, 16S rDNA CCCGCCCCAGCTGACGACAGCCAT [113]
1492R Bacteria, 16S rDNA TACGGYTACCTTGTTACGACTT [107]
B2355'R fgil”AObaCte”a’ 235 CTTCGCCTCTGTGTGCCTAGGT [114]
Synechococcus, 16S Schumann, nicht
ProCR DNA CCTCCTCCACAAGGGT verdffentlicht
M13F Vector pCR 2.1 GTAAAACGACGGCCAG [115]
M13R Vector pCR 2.1 CAGGAAACAGCTATGAC [115]

Zur Uberpriifung der korrekten GréRe der Amplifikate wurden je 5 ul PCR-Produkt entsprechend der
erwarteten GrofRe des Produktes in 1% oder 2% Agarosegelen aufgetrennt. Die Elektrophorese
(Gelektrophoresekammern BioRad, Miinchen, D) erfolgte in 1 x TAE (TrisBase 242,28 g, Essigsaure 100 %
57,10 ml, EDTA 37,22 g, ad 1L mit A. dest) fiir 35 min (1 % Agarosegele) bzw. 40 min (2 % Agarosegele) bei
140 Volt (Electrophoresis Power Supply E844, Consort, Turnhout, B). Nach der Farbung fiir 10-30 min in
Ethidiumbromid (1 ug/ml, Roth, Karlsruhe, D) erfolgte die Detektion mit Hilfe eines UV-Transilluminators
(GelDOC 2000, BIO-RAD, Miinchen, D) und dem Programm Quantity One 4.1.1 (BioRad, Miinchen, D). Zur
Uberpriifung der GréRe des PCR-Produktes und Abschitzung der DNA-Menge wurde in 1 % Agarosegelen
der quantitative Langenstandard Smart Ladder 10 kb und in 2 % Agarosegelen der Smart Ladder SF (beide

Eurogentec Deutschland GmbH, Koln, D) verwendet.

2.7.3 Denaturierende Gradienten-Gelelektrophorese (DGGE)

Die Denaturierende Gradienten-Gelelektrophorese ermdoglicht die elektrophoretische Auftrennung von
DNA-Molekilen gleicher Lange, die sich in ihrer Sequenz unterscheiden. In den fiir die DGGE verwendeten
Acrylamidgelen besteht ein ansteigender Gradient einer denaturierenden Substanz wie Formamid oder
Harnstoff, der im Verlauf der Elektrophorese zu einer Auftrennung des DNA-Doppelstranges fiihrt, welcher

die Beweglichkeit des DNA-Stranges im Gel einschrankt [108]. Die Auftrennung des DNA-Doppelstranges
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hangt von der Nukleotidzusammensetzung ab, da zwischen Adenin und Thymin zwei, zwischen Guanin
und Cytosin hingegen drei Wasserstoffbriickenbindungen ausgebildet werden. Der DNA Doppelstrang
trennt sich daher in GC-reichen Bereichen spater auf als in AT-reichen Abschnitten. Die Auftrennung des
DNA-Stranges und damit seine elektrophoretische Beweglichkeit im Gel sind daher sequenzspezifisch und
kénnen fir jedes PCR-Produkt ein unterschiedliches Laufverhalten ergeben [116]. Die vollstandige
Auftrennung der beiden DNA-Strange im Gel wird verhindert, indem durch geeignete Primer in der
vorangehenden PCR eine GC-reiche Region an einem Ende der Amplifikate eingefiihrt wird (GC-Klammer),
durch die im Verlauf der Elektrophorese der Zusammenhalt des DNA-Doppelstranges erhalten bleibt [108].
Das Ergebnis der DGGE ist ein fir die jeweilige mikrobielle Struktur der Probe charakteristisches
Bandenmuster (,molekularer Fingerprint“), welches mit Proben z.B. vom gleichen Standort zu
unterschiedlichen Zeiten oder mit Proben von anderen Standorten verglichen werden kann. Auf dieser
Grundlage sind mit Hilfe statistischer Auswertungsverfahren Aussagen lber die Ahnlichkeit mikrobieller
Populationen der Proben maoglich, z.B. in Hinblick auf die Stabilitdt einer mikrobiellen Gemeinschaft unter
dem Einfluss zeitlicher oder raumlicher Verdanderungen bestimmter Umweltparameter. Durch Extraktion
der Nukleinsduren aus dem Gel und anschliefende Reamplifikation ist auch eine Sequenzierung der
entsprechenden DNA-Abschnitte moglich. Wurden in der PCR z.B. die Gene der 16S rRNA amplifiziert,

kénnen damit die zu den Banden gehorigen Spezies identifiziert werden.

Fir die Durchfihrung der DGGE wurde das System IngenyPhorU-2 (Ingeny International BV, Goes, N)
verwendet. Das GieRen der Gradientengele erfolgte mit Hilfe eines Gradientenmischers (GradientFormer
S 485, BioRad, Miinchen, D) und einer Peristaltikpumpe (Watson Marlow, Rommerskirchen, D) mit einer
Flussrate von 5ml/min Uber eine Kanile zwischen die nach Herstellerangaben in die Gelkassette
eingesetzten Glasplatten. Das Sammelgel wurde mit Hilfe einer Kanlle auf die auspolymerisierten
Trenngele gegeben. Die Herstellung der Trenn- und Sammelgele erfolgte aus Acrylamid-Stammldsungen
(Tabelle 10), die tber Cellulose-Acetat-Filter (Porenweite 0,2 um, Whatman GmbH, Dassel, D) sterilfiltriert
und bei 4°C in Glasflaschen aufbewahrt wurden. Die Zusammensetzung der Trenngele variierte in

Anhéangigkeit der aufzutrennenden PCR-Produkte und ist Tabelle 11 zu entnehmen.
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Tabelle 10: Acrylamid-Stammldsungen fiir DGGE

Substanz 7% Acrylamid 7% Acrylamid 8% Acrylamid 8% Acrylamid
0% denaturierend 80% denaturierend 0% denaturierend 80% denaturierend
Harnstoff (Urea) - 168 g - 168 g
Formamid - 160 ml - 160 ml
50x TAE, pH 7,4 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml
40% Acrylamid / 87,5 ml 87,5 ml 100 ml 100 ml
Bisacrylamid
Aqua dest. ad. 500 ml ad. 500 ml ad. 500 ml ad. 500 ml

Tabelle 11: Zusammensetzung der Trenn- und Sammelgele aus Acrylamid-Stammldsungen

Sammelgel Trenngel
Losung A 7% Lésung B 7% Acrylamid Lésung C 8% Acrylamid
Acrylamid 25%  30% 35% 40% |55% 60%  65%  70%
.. o
SEMIEEEES G 16,5ml 15ml  13,5ml 12ml  75ml 6ml  4,5ml 3ml

denaturierend

Stammlosung 80%
denaturierend

TEMED ol 15ul
APS 60l 50ul

7,5ml  9ml 10,5ml 12ml  16,6ml 18ml  19,5ml 21ml

Entsprechend der Mengenabschatzung im Agarosegel anhand des Standards wurden jeweils circa 80ng
PCR-Produkt aufgetragen und anschlieend die Elektrophorese in 60°C warmen 1xTAE-Puffer bei 100 Volt
fir 20 Stunden durchgefiuhrt (Electrophoresis Power Supply EPS 1001, Amersham Pharmacia Biotech
Europe GmbH, Wien, 0).

Die Farbung des Gels erfolgte mit 20 ml 1x SYBR® Gold Nucleic Acid Gel Stain (Invitrogen, Carlsbad, USA)
fir 60 min im Dunkeln. Anschliefend wurde die Farbeldsung mit destilliertem Wasser abgespiilt und die
Banden mit Hilfe des UV-Transilluminators und dem Programm Quantity One 4.1.1 detektiert. Die
Auswertung des Bandenmusters erfolgte mit dem Programm Bionumerics v6.0 (Applied Maths, Sint-

Martens-Latem, B).

Zur relativen Bestimmung der Laufhohe der Banden im Gelbild wurde ein DGGE-Standard verwendet,
bestehend aus DNA aus den Organismen Flexibacillus sp., Bacillus sphaericus, Commamonadaceae
bacterium MWH5, Sphaerotilus sp., Enterococcus faeces, Variovorax paradoxus, Leptothrix discophora
sowie Leptothrix mobilis (zur Verfligung gestellt von Dr. Burga Braun (TU Berlin)). Durch PCR-Produkte der
Mycoplasmen-Spezies Mycoplasma penetrans ARA, Mycoplasma salivarium und Mycoplasma

gallisepticum wurde der Standard um weitere AT-reiche DNA-Fragmente erganzt (Tabelle 12).
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Tabelle 12:PCR-Anséatze und -Programme zur Herstellung des DGGE-Standards

SEAN-Mix Mycoplasmen-Mix

PerpetualTag-DNA-Polymerase, Primer: 341F/R518_GC GoTaqg-DNA-Polymerase, Primer: 341F/R518_GC

Schritt Temperatur Dauer Zyklenzahl Temperatur  Dauer Zyklenzahl

Initiale Denaturierung 96°C 5min 95°C 3min

Denaturierung 94°C 30s 95°C 1min

Annealing 58°C 2min 35x 58°C 1min 30x

Elongation 72°C 2min 72°C 1min

Finale Elongation 72°C 10min 72°C 10min

Ansatz 2x50ul Ansatz 50l

Puffer B 10ul GoBuffer 10ul

dNTPs 20l dNTPs 5ul

Primer F/R je 2ul Primer F/R je 1ul

Wasser 64ul Wasser 31l

Template?! 0,5ul GoTaq 0,25 ul

1 SEAN-Mix v. Dr. Burga Braun Template? 6ul
2 je 2ul M. pneumoniae ARA, M. salivarium, M.
gallisepticum

Einzelne DGGE-Banden wurden zur Sequenzierung unter UV-Licht (UV-Tisch Syngene GVM20, Synoptics
Ltd., Cambridge, UK) aus dem Gel ausgeschnitten. Die Gelfragmente wurden in 300ul A. dest fur zwei
Stunden bei Raumtemperatur gewaschen, das Wasser anschlieRend durch 50 ul frisches A. dest ersetzt
und die Proben bei 4 °C gelagert. Im Vorfeld der Sequenzierung erfolgte eine Reamplifikation mit dem

identischen PCR-Programm und entsprechenden Primern ohne GC-Klammer.

2.7.4 Klonierung

Die Klonierung dient der Gewinnung von E. coli-Kolonien, die jeweils eine Sequenz eines Gemisches von
DNA-Abschnitten aufgenommen haben, mit dem Ziel, diese einzelnen DNA-Abschnitte anhand der
Kolonien weiter zu vervielfaltigen und zu untersuchen. Die mit Hilfe von Primern entsprechender Spezifitat
gewonnenen PCR-Produkte wurden mit dem TOPO TA Cloning® Kit (Invitrogen, Karlsruhe, D) mit Hilfe des
Vektors des pCR® 2.1-TOPO® (Invitrogen, Carlsbad, USA) in One Shot® TOP10F chemisch kompetente
E. coli-Zellen (Invitroge, Carlsbad, USA) kloniert. Die chemische Transformation wurde nach
Herstellerangaben durchgefiihrt und die E. coli-Zellsuspension auf LB-Agar (Difco™ LB-Agar, Becton,
Dickinson and Company, New Jersey, USA) mit 6ug/ml IPTG, 100pg/ml X-Gal und 100ug/ml Ampicilin 24

Stunden bei 37°C kultiviert.

Da das Gen fiur Ampicillinresistenz mit dem Vektor in E.coli eingebracht wird, kénnen auf dem mit

Ampicillin versetzten Medium nur Kolonien wachsen, die einen Vektor aufgenommen haben. Die
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Aufnahme eines DNA Fragmentes in das Plasmid fiihrt zur Unterbrechung des Beta-Galaktosidasegens,
sodass Bakterien, die ein Plasmid mit DNA-Fragment enthalten anhand der Unfahigkeit zur Verwertung
von X-Gal selektiert werden kénnen (Blau-WeiR-Selektion, weile Kolonien). Die Kolonien dieser Klone
wurden weiter kultiviert und mit dem Koloniematerial die Colony-PCR durchgefiihrt. Dabei wird das von
dem jeweiligen Klon aufgenommene DNA-Fragment mit Hilfe der M13-Primer (Invitrogen, Carlsbad, USA)
amplifiziert, die im Plasmid an flankierende Bereiche des aufgenommenen DNA-Fragmentes binden. Fir
die Colony-PCR wurde das gleiche PCR-Programm verwendet wie zur Herstellung des klonierten PCR-
Produktes, mit dem Unterschied, dass die initiale Denaturierungszeit 10 min betrug, da Koloniematerial
stattisolierter DNA als Templat eingesetzt wird. Ausgehend von diesem PCR-Produkt kann mit einer nested
PCR ein kiirzeres und mit GC-Klammer versehenes DNA-Fragment fiir die Untersuchung der Klone mittels
DGGE hergestellt werden. Werden dabei die gleichen Primer verwendet, wie fiir die klonierte
Umweltprobe, so konnen die Laufhéhen der Banden, die die von den Klonen aufgenommenen Sequenzen
reprasentieren, mit dem Banden der Umweltprobe verglichen werden. Dadurch ist eine Zuordnung der
DGGE-Signale aus der taxonomisch identifizierten DNA-Sequenz der Klone zu den Banden der

Umweltproben moglich.

2.7.5 Sequenzierung

Zur Sequenzierung von Klonen und DGGE-Banden wurde das Prinzip der Kettenabbruch-Methode nach
Sanger genutzt. In Vorbereitung dafiir wurden PCRs mit Koloniematerial der Klone bzw. fiir DGGE-Banden
mit den entsprechenden Primern ohne GC-Klammer durchgefiihrt. Zum Abbau verbliebender dNTPs und
Primern wurde das PCR-Produkt mit den Enzymen Exonuklease | (New England Biolabs Inc., Hertfordshire,
UK) und Shrimp Alkaline Phosphatase (USB, Cleveland, USA) fiir 30min bei 37°C und 15min bei 80°C
inkubiert. Abhdngig von der Menge erhaltenen PCR-Produktes wurden z.B. 5ul PCR-Produkt mit 2 pl einer
Gebrauchslésung beider Enzyme (je 1U/pl) inkubiert. Die anschlieRende Sequenzier-PCR wurde mit einem
der beiden Primer und dem BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster
City, USA) unter den in Tabelle 13 aufgefiihrten Bedingungen durchgefiihrt. Die im Kit neben dNTPs
enthaltenen fluoreszenzmarkierten ddNTPs (Didesoxyribonukleosidtriphosphate) fiihren aufgrund der
fehlenden OH-Gruppe am 3’-C Atom der Ribose dazu, dass kein weiteres Nukleotid angefligt werden kann
und das DNA-Fragment mit dieser Base endet. Die unterschiedliche Fluoreszenzmarkierung von ddATP,

ddGTP, ddTTP und ddCTP ermdglicht wahrend der Sequenzierung die Identifikation der Base.
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Tabelle 13: Ansatz und PCR-Bedingungen der Sequenzier-PCR

Ansatz Sequenzier-PCR PCR-Programm Sequenzierreaktion
Komponente Volumen Schritt Temperatur Dauer Zyklenzahl
Enzymatisch aufgereinigtes Je nach Menge . o
PCR-Produkt PCR-Produkt Denaturierung 96 °C 10sec
Premix (BigDye ®
tspr. 2

Terminator v1.1 Cycle 2 ul Annealing en. SPr 5 sec >

. . Primer
Sequencing Kit)
Primer 1l Elongation 60 °C 4 min
Aqua dest. ad 10 pl

Nach Aufreinigung des Sequenzieransatzes (MSB Spin PCRapace Kit (Invitek, Berlin, D), nach
Herstellerangaben) erfolgte die Sequenzierung mit dem Kapillarsequenzierer Abi Prism 310 (Applied
Biosystems, Foster City, USA) durch Dr. W. Rudolph (TU Dresden).

Alternativ wurden externe Sequenzierservices der Firmen Macrogen (Macrogen Europe, Amsterdam, N),

GATC (GATC Biotech AG, Konstanz, D) bzw. Seqlab (Sequence Laboratories, Géttingen, D) genutzt.

2.7.6 165-Amplikon-Pyrosequenzierung

Bei der Pyrosequenzierung beruht die Aufklarung der Nukleotidsequenz auf der Detektion eines
Lichtquants, welches durch den Einsatz spezieller Enzyme beim Einbau eines bestimmten Nukleotids
entsteht und detektiert wird. Wahrend der PCR wurde dem amplifizierten DNA-Abschnitt der Proben
durch die 24 unterschiedlich markierten Forwardprimer (Tabelle 14) eine probenspezifische Markierung

(MID) angefuigt.

Die DNA-Konzentration der aufgereinigten PCR-Produkte wurde spektrometrisch (NanoDrop ND 1000,
Peqglab Biotechnologie, Erlangen, D) bestimmt und die PCR-Produkte &aquimolar vereinigt. Die
Sequenzierung erfolgte durch MWG Eurofins Genomics (NGS-Laboratory, Ebersberg, D) mit Hilfe der GS
FLX Titanium series chemistry (Proben 2013) bzw. GS FLX-++Titanium series chemistry (Proben 2014 und
2012).
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Tabelle 14: Fir die Pyrosequenzierung verwendete Primer, nach [117]:

Primer A Sequenz (5' - 3') forward Primer MID

1 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACGACTACAGGGGTTNCGNTCGTTG ACGACTACAG
2 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGAGACGCACTCGGGTTNCGNTCGTTG AGACGCACTC
3 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGATCAGACACGGGGTTNCGNTCGTTG ATCAGACACG
4 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCGTGTCTCTAGGGTTNCGNTCGTTG CGTGTCTCTA
5 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACGCTCGACAGGGTTNCGNTCGTTG ACGCTCGACA
6 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGAGCACTGTAGGGGTTNCGNTCGTTG AGCACTGTAG
7 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCTCGCGTGTCGGGTTNCGNTCGTTG CTCGCGTGTC
8 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCTCTATGCGGGGTTNCGNTCGTTG TCTCTATGCG
9 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTGATACGTCTGGGTTNCGNTCGTTG TGATACGTCT
10 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCGAGAGATACGGGTTNCGNTCGTTG CGAGAGATAC
11 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGATACGACGTAGGGTTNCGNTCGTTG ATACGACGTA
12 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTGTACTACTCGGGTTNCGNTCGTTG TGTACTACTC
13 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCACGTACTAGGGTTNCGNTCGTTG TCACGTACTA
14 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGATAGAGTACTGGGTTNCGNTCGTTG ATAGAGTACT
15 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGAGACTATACTGGGTTNCGNTCGTTG AGACTATACT
16 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACTGTACAGTGGGTTNCGNTCGTTG ACTGTACAGT
17 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTACGAGTATGGGGTTNCGNTCGTTG TACGAGTATG
18 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTACAGATCGTGGGTTNCGNTCGTTG TACAGATCGT
19 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTAGTGTAGATGGGTTNCGNTCGTTG TAGTGTAGAT
20 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGTCTATACTATGGGTTNCGNTCGTTG TCTATACTAT
21 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGACAGTATATAGGGTTNCGNTCGTTG ACAGTATATA
22 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCGTAGACTAGGGGTTNCGNTCGTTG CGTAGACTAG
23 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGCATAGTAGTGGGGTTNCGNTCGTTG CATAGTAGTG
24 CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG-ACTACTATGTGGGTTNCGNTCGTTG ACTACTATGT
Reverse Primer CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCTCAGGCCAGCMGCCGCGGT PrB-U529F

Die parallele Sequenzierung der DNA-Fragmente erfolgt mit Hilfe von beads, an die jeweils ein einzelnes

DNA-Fragment spezifisch gebunden wird. Die so vereinzelten DNA-Sequenzen werden in einer

EmulsionsPCR (emPCR) amplifiziert, sodass zahlreiche Kopien des jeweiligen DNA-Abschnittes je bead

vorliegen (klonale Amplifikation). Diese DNA-beladenen beads werden in Reaktionskammern einer
Mikrotiterplatte vereinzelt und darin die Pyrosequenzierung durchgefiihrt [118]. Die Pyrosequenzierung

beruht auf der enzymatischen Generierung eines Lichtsignals beim Einbau eines Nukleotids. Aus dem beim

Einbau eines Nukleotids abgespaltenen Molekiil Pyrophosphat entsteht ATP, welches vom Enzym

Luciferase zur Katalyse einer Reaktion mit einem Lichtsignal verwendet wird. Da sequentiell nur eines der

vier Nukleotide in die Reaktionsraume zugegeben wird, kann das Lichtsignal dem Einbau einer bestimmten

Base zugeordnet werden (Abbildung 11) [119].

39



2 Material und Methoden

(DNA),+dNTP ———>dNDP +dNMP+phosphate

Nudaoﬁdesequenne
A Gﬁ ec T

APS+PPi ATP light

Luciferin Oxylumfenn

Lucufarass ﬁ
Nucleotide G o time

added ATP jkight

Nucleotide incorporation generates light
seen as a peak in the pyrogram

dNTP -@dNDP+dNMP+ phosphate

ATP ADP + AMP+ phosphate

Abbildung 11:Prinzip der 454-Amplikon-Sequenzierung, aus [119]

Die Qualitatskontrolle der erhaltenen Sequenzen erfolgte in Anlehnung an [120] unter Verwendung der
Software MOTHUR V. 1.36.1 [121]. In die Auswertung wurden nur Sequenzen ohne undefinierte Basen
und Homopolymere von mehr als acht Basen, mit weniger als vier Fehlern in der Primersequenz bzw.
einem Fehler im Barcode einbezogen. Darliber hinaus wurden Sequenzen entfernt, die nicht der Doméane
Bacteria zugeordnet werden konnten, wie z.B. Archaea oder Mitochondrien, sowie chiméare Sequenzen
(Uchime, [120]. Die verbliebenen Sequenzen wurden nach Entfernung der Primer- und Barcodesequenzen
ab einer Sequenzidentitdt von 97 % in OTUs (operationelle taxonomische Einheiten) unterteilt. Die
phylogenetische Zuordnung einer fir das jeweilige OTU reprasentativen Sequenz erfolgte mit Hilfe der
Software Mothur anhand der Datenbanken SILVA (SILVA rRNA database project [122]) und rdp (Ribosomal
Database Project, [39]).

2.7.7 Catalyzed reporter deposition Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (CARD-FISH)

Bei der Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung werden die Zellen einer Probe auf einem Objekttrager oder
Filter fixiert und mit einer fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonde unter Hybridisierungsbedingungen
inkubiert. Die Sonde lagert sich entsprechend ihrer Sequenz an komplementare Bereiche der rRNA an, so
dass je nach Spezifitat der Sonde bestimmte Mikroorganismengruppen erfasst und unterschieden werden
kénnen. Da die im Freiwasser vorkommenden Bakterien aufgrund ihrer physiologischen Aktivitat meist
nicht genligend Ribosomen fiir ein ausreichend starkes Fluoreszenzsignal aufweisen, erfolgt eine

Signalamplifikation mit Hilfe von HRP (Meerrettich-Peroxidase-) gekoppelten Sonden und
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fluoreszenzmarkierten Tyramidmolekilen (Catalyzed-reporter-Deposition, CARD). Die Meerrettich-
Peroxidase katalysiert in Gegenwart von Wasserstoffperoxid eine Umwandlung von Tyramidmolekiilen in
Tyramidradikale, welche unspezifisch mit aromatischen Verbindungen in der Zelle reagieren. Durch diese
Reaktion erfolgt die Anlagerung der tyramidgekoppelten Fluoreszenzfarbstoffe im direkten Umfeld der
Bindungsstelle der Meerrettich-Peroxidase, welche durch die Spezifitdit der Sonde vorgegeben ist
(Abbildung 12).
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Die Behandlung der Wasserproben basierte auf einem modifizierten Protokoll nach [124], welches durch
eine Konzentration der Bakterien auf Membranfiltern und Einbettung in low-melt-Agarose ermoglicht, die
weiteren Behandlungsschritte ohne gréRere Verluste an Zellen durchzufiihren. Zur getrennten Fixierung
mit PFA bzw. Ethanol wurden je 2 x 15 ml der Wasserproben lber Polycarbonatfilter (Porenweite 0,2um)
filtriert und in einem PFA/PBS-Gemisch (Tabelle 15) bzw. Ethanol (99%) Uber Nacht bei 4°C fixiert. Am
Folgetag wurde die Fixierungslosung zur Minimierung von Zellverlusten tber den Filter gegeben und dieser
anschliefend durch Filtration von 30 ml PBS gewaschen. Zur Einbettung in low-melt-Agarose wurden die
Filter in einer Petrischale mit auf 60°C abgekiihlter 0,2 % low-melt-Agarose (iberschichtet, fiir 15min bei
37°Cinkubiert und anschlieRend fiir Imin in 96% Ethanol dehydriert. Zur Permeabilisierung der Zellwande
fir die Fluoreszenzsonden wurde Lysozym eingesetzt sowie Achromopeptidase zur Permeabilisierung
lysozymresistenter grampositiver Zellen [125]. Die Filter wurden fiir eine Stunde in der feuchten Kammer
bei 37°C mit Lysozymldsung (Tabelle 15) inkubiert, in A. dest gewaschen und anschliefend fiir 30min unter
gleichen Bedingungen mit Achromopeptidaselésung (Tabelle 15) inkubiert. Danach wurden die Filter mit
A. dest gewaschen und zur Inaktivierung endogener Peroxidasen flir 30 min in 4 ml Methanol mit 20 pl
H,0, inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen in A. dest und Dehydrierung in 96 % Ethanol fiir 1 min

wurden die Filter luftgetrocknet.

Die Hybridisierung mit HRP-gekoppelten Sonden (5°-HRP-Markierung, Synthese durch Biomers (D)), die
Tyramid-Signalamplifikation sowie die Gegenfarbung von Teilstlicken der Filter wurden in 48-Well-Platten
durchgefihrt. Die Hybridisierung erfolgte mit 27 ul Hybridisierungspuffer/Sonde-Gemisch (Tabelle 15) je

Filterteilstlick bei 46°C liber Nacht. Am Folgetag wurde zur Entfernung unspezifisch gebundener Sonden
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jedes Filterstlick mit 500 pl auf 48°C erwarmtem Waschpuffer (Tabelle 15, Tabelle 16) gewaschen und
anschlieBend mit 500 pl frischem Waschpuffer 10 min bei 48°C inkubiert. Nach Abnehmen des
Waschpuffers wurden die Filterstiicke einmal mit 500 ul PBS gewaschen und anschlieBend 15 min bei
Raumtemperatur in je 500 pul PBS inkubiert. Flir die anschlieRende Substratreaktion (Tyramid-
Signalamplifikation) wurde jedes Filterstiick mit 50 pl Substratmix (Amplifikationspuffer mit H,O, zum
Start der Enzymreaktion und dem Substrat fiir die HRP (FITC-Tyramid) versetzt und 30 min bei 46°C dunkel
inkubiert. Alle folgenden Inkubationsschritte wurden im Dunkeln durchgefiihrt. Nach Entfernung des
Substratmixes wurden die Filter mit 500 ul PBS gewaschen, 10 min mit 500 pl frischem PBS inkubiert und
anschlielend zweimal je 1 min mit A. dest gewaschen. Nach Dehydrierung mit je 50 ul 96 % Ethanol fir
1min wurden die Filter lufttrocknen gelassen. Die Gegenfarbung mit je 20 pl Propidiumjodidlésung (1:200
mit A. dest. verdiinnte 1 mg/ml Stammlésung) erfolgte fir 15 min im Dunkeln. Nach Entfernung der
Propidiumiodidlosung wurden die Filter zweimal je 1 min mit 500 ul A. dest gewaschen und mit Citifluor
auf Objekttragern eingebettet. Die Auswertung am Epifluoreszenzmikroskop erfolgte mit dem Filtersatz
44 (Anregung BP 475/40, Emission 530/50, Strahlenteiler 500, Carl Zeiss, Jena, D) fiir die FITC-Signale und
dem Filtersatz 20 (Anregung BP 546/12, Emission 575/640, Strahlenteiler 560, Carl Zeiss, Jena, D) fir die
Propidiumiodid-Signale der Gegenfarbung. Zur statistischen Absicherung wurden minimal 400 Zellen in

mindestens fiinf zufallig ausgewahlten Zahlfeldern ausgezahilt.
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Tabelle 15: Lésungen fiir CARD FISH

(a) Fixierungslosung und Enzymldsungen zur Permeabilisierung:

Fixierungslosung

Achromopeptidaseldsung (pH8)

Lysozymlosung

3,7 Vol % Formaldehydlésung/ PBS 3:1 | 3000U/ml Achromopeptidase 1 ul Lysozym 10 mg
PBS: 0,01 M NaCl-Tris/HCI 499 pl 0,5 M EDTA 0,1 ml
NazHPOs - 7 H20 11,5¢ 1 M Tris/HCI 0,1 ml
NacCl 80g A. dest. ad 1 ml
KCl 2g
A.dest ad1lL
(b) Hybridisierung, Substratreaktion/Signalamplifikation und Gegenfarbung:
Hybridisierungspuffer (HP) (10ml) 10% Blocking Reagenz:
5 M NacCl 1,8 ml Blocking Reagenz 10g
1 M Tris/HCI (pH 7,4) 0,2 ml Maleinsdurepuffer 100ml
Formamid Tabelle 16¢, insg. 7ml
Aqua dest. Maleinsdurepuffer:
10 % Blocking Reagenz 1ml Maleinsaure 11,6g
10 % (w/v) SDS 10 ul NaCL 8,8g
Dextransulfat* lg A.dest ad 1L
HRP-Sonde Endkonz. 5ng/ul pH 7,5
Waschpuffer (50ml) Amplifikationspuffer (10ml)
1,35 ml bei £20 % Formamid im 10xPBS 1ml
5 M NaCl HP; 0,42 ml bei > 35 % Formamid 10 %Blocking Reagenz 0,1 ml
im HP
1 M Tris/HCI 1ml 5M NacCl 4 ml
0,5M EDTA 0,5ml A.dest ad 10ml
10% SDS 50ul Dextransulfat* 1lg
A.dest ad. 50ml *Puffer vor Zugabe auf 60°C erwarmt
Substratmix (2ml) Propidiumiodidlésung
Amplifikationspuffer 1980ul Pl 1mg/ml 0,5ml
1ul 30 %H202 in 200 pli 20ul (EK H202 0,0015%) A.dest. 100ml
PBS
FITC-Tyramid aul
(c) Formamidkonzentrationen im Hybridisierungspuffer
Anteil Formamid im Hybridisierungspuffer Formamid (ml) A.dest (ml) Sonde
0% 0 7 EUB, NONEUB
20% 2 5 ALF968
35% 3,5 3,5 BET42a, LD12-121
Tabelle 16: Verwendete Sonden und Spezifitat
Bezeichnung Spezifitdt/Zielgen Sequenz 5°-3° Quelle
EUB 338I Eubacteria, 16S rRNA GCTGCCTCCCGTAGGAGT [126]
EUB338 Il Planktomycetes, 16S rRNA GCAGCCACCCGTAGGTGT [127]
EUB338 1 Verrucomicrobia, 16S rRNA GCTGCCACCCGTAGGTGT [127]
NonEUB Kompetitor fir EUB, 16S rRNA ACTCCTACGGGAGGCAGC [128]
ALF968 Alphaproteobacteria,16S rRNA GGTAAGGTTCTGCGCGTT [129]
Alpha688 Alphaproteobacteria,16S rRNA TATCTACGAATTTCACCT [112]
LD12-121 :F?l\lli'dade (Alphaproteobacteria), 165 CACAAGGCAGATTCCCACAT  [37]
BET42a Betaproteobacteria, 23S rRNA GCCTTCCCACTTCGTTT [130]
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2.8 Sequenzanalyse und statistische Auswertung

Zur phylogenetischen Einordung von Sequenzierergebnissen wurden die Datenbanken des ribosomal
database project (rdp classifier [131] ) bzw. des SILVA rRNA database project [122] verwendet. Fir die
Identifikation phylogenetisch verwandter Organismen wurde das BLAST-Tool von NCBI verwendet [132].

Alignments von Sequenzen wurden mit der Software MEGA V 5.0 [133] vorgenommen.

Die digitale Verarbeitung, Normalisierung und Clusteranalyse der DGGE-Profile wurde mit der Software
BioNumerics V6.6 durchgefiihrt. Die Berechnung der Ahnlichkeitsmatrices beruhte auf dem
Ahnlichkeitskoeffizienten nach Pearson (Pearsons Produkt-Moment-Korrelation, [134]). Die auf der
Ahnlichkeitsmatrix basierende Gruppierung in hierarchische Cluster zur Dendrogrammdarstellung erfolgte
nach der Methode UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic mean, [135]). Die NMDS
basiert auf Prasenz-/ Absenz-Daten der normalisierten DGGE-Profile jeder Probe. Grundlage dafur ist die
Erstellung einer bindren Matrix mit der Information Uber das Vorhandensein von DGGE-Signalen
bestimmter Laufhdhen fiir jede Probe. Daflir wurde zunachst ein band class matching mit allen Proben
durchgefihrt (1% Toleranz der Bandenhdhen-Differenz). Die im gesamten Datensatz vorkommenden
Bandenhohen werden so erfasst und durch die Klassenzuordnung der DGGE-Signale wird fiir jede Probe
festgestellt, in welchen der vorkommenden Bandenhéhen ein Signal auftritt. Mit den exportierten
Prasenz-/Absenz-Daten wurden anschlieRend weitere statistische Analysen mit der Software R V 2.2.1
[106] einschlieflich der Softwarepakete vegan V2.4-2. [136], lattice [137], permute [138] und
BiodiversityR [139] durchgefiihrt. Die zweidimensionale Anordnung der Proben entsprechend der
Ahnlichkeit ihrer DGGE-Signale durch die NMDS basierte auf dem Bray-Curtis-Koeffizienten. AnschlieRend
wurde durch vector fitting die Wirkrichtung der Umweltparameter in die NMDS-Plots projiziert und die
Starke des statistischen Zusammenhanges zwischen den Umweltparametern und den DGGE-Profilen

ermittelt.
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3.1 Meteorologische, physikalische und chemische Parameter

3.1.1 Ubersicht Probenahmen

Die vier Untersuchungsstellen in der Vorsperre Forchheim (F) sowie der Talsperre Saidenbach (H, S, E)
wurden von 2013 bis 2015 ab dem Eisaufbruch zur Frihjahrszirkulation bis zum Einsetzen der
Herbstvollzirkulation im 4 - Wochen-Rhythmus beprobt. Die Probenahmetermine sowie die an den
jeweiligen Untersuchungsstellen herrschenden thermischen Schichtungsverhaltnisse sind in Tabelle 17

zusammengefasst.

Tabelle 17: Thermische Schichtungsverhaltnisse an den vier Untersuchungsstellen sowie die Tiefe des
Metalimnions an der Entnahmestelle (Em [m]) der Probenahmezeitpunkte (Kalenderdatum + Jahrestag) 2013 bis
2015, S...Stagnation; Z..Zirkulation

2013 FIH|S|E 2014 FIH|S|E| Em 2015 FIH|/S|E| Em

Tag | Datum 69 | 10.03.2014 |z |Z|Z |Z 75 116.03.2015 |(Z|Z|Z|Z

112 | 22.04.2013 | S| Z|Z | Z|104|14.04.2014 |S|S|S|Z 103 13.04.2015 |2z | Z|Z|Z

141 | 21.05.2013 | S| S|S|S|132|12.05.2014 |S|S|S|S| 4,5 |131|11.05.2015 |S|S|S|S| 55

176 | 25.06.2013 | S | S| S |S|154|03.06.2014 |S|S|S|S| 4,5 |159|08.06.2015 |S|S|S|S| 7,5
181 30.06.2014 | S|S|S|S| 6,5

204 | 23.07.2013 | S |S | S| S |209|28.07.2014 | S |S|S|S| 85 |19413.07.2015 |S|S|S|S| 95

232 1 20.08.2013 | S |S | S| S |238|26.08.2014 | S|S|S|S|11,5|22210.08.2015 |S|S|S|S|10,5

260 | 17.09.2013 | S |S | S| S |265|22.09.2014 | S|S|S|S|12,5(25007.09.2015 | S |S|S|S|115

288 [15.10.2013 | S | S| S |S|293|20.10.2014 |z |Z|Z|S |17,5

316 1 12.11.2013 |2 |(Z | Z|Z|321|17.11.2014 |2 |Z |Z |Z

3.1.2 Meteorologische Charakterisierung der Untersuchungsjahre

Die Lufttemperaturen bedingen wesentlich die thermischen Schichtungsverhaltnisse im Wasserkorper
welche von entscheidender Bedeutung flir die Wachstumsperiode der Phytoplankter als
Primarproduzenten im Standgewdsser sind. Die mit der Frihjahrsvollzirkulation beginnende
Frihjahrsmassenentwicklung wird z.B. begrenzt durch das Absinken der Organismen aus der euphotischen
Zone ab dem Einstellen der thermischen Schichtung. Die Monatsmittel der Lufttemperatur fir die
untersuchten Jahre 2013 bis 2015 (Abbildung 13) zeigen die deutlich niedrigeren Wintertemperaturen im
Jahr 2013 gefolgt von einem spaten, aber steilen Anstieg der Lufttemperaturen zwischen Marz und April.
Im Winter 2013 / 2014 lagen die Monatsmittel der Lufttemperaturen stets tiber 0 °C, wahrend 2014 / 2015
kurzzeitig Mittelwerte unter 0°C (02/2015) erreicht wurden. Hinsichtlich der Sommertemperaturen
zeigten August und September 2015 nicht nur im Vergleich der drei Untersuchungsjahre, sondern auch

der langjahrigen Vergleichswerte (1981 — 2010) deutlich erh6hte Monatsmittel [140].

45



3 Ergebnisse

N
(6]

—8—2013 -e- 2014 --+--2015

N
o

=
v

(6]

Abbildung 13: Monatsmittel der
Lufttemperaturen in 2 m Héhe an der

g ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Station Forchheim (50.71 °N 13.27 °E;
Jkﬁm Apr May Jun Jul Aug Sep Oct Nov Dec 600 m i. NN); Datengrundlage [141]

o

Monatsmittel Lufttemperatur 2m [°C]
=
o

'
(6]

Die resultierenden Temperatur- und Schichtungsverhaltnisse im Bereich der Entnahmestelle in der
Talsperre Saidenbach spiegeln die deutlichen Unterschiede der Lufttemperaturverhaltnisse zwischen den
untersuchten Jahren wider. Anhand der 14-tigigen Probenahmen der Okologischen Station der TU
Dresden sowie der Probenahmen durch die Untersuchungsstelle Reifland der Landestalsperrenverwaltung
Sachsen konnen die Schichtungsverhaltnisse an der Entnahmestelle zeitlich detaillierter dargestellt

werden (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Zirkulations- und Schichtungsverhaltnisse an der Entnahmestelle der Talsperre Saidenbach von 2013
bis 2015; Datengrundlagen (Temperaturprofile, Grad der Eisbedeckung) von: Landestalsperrenverwaltung Sachsen
(Staumeisterei Saidenbach sowie Untersuchungsstelle Reifland (B. Schroter)) sowie Okologische Station
Neunzehnhain der TU Dresden (Dr. L. Paul)

Das Untersuchungsjahr 2013 war gekennzeichnet durch einen sehr spaten Eisaufbruch Mitte April. Die
Frihjahrszirkulation, definiert als der Zeitraum zwischen dem Eisaufbruch und dem Erreichen von
Wassertemperaturen von lber 4°C an der Oberflache, setzte infolgedessen spat ein und dauerte aufgrund
der schnellen Erwarmung der oberflachennahen Wasserschichten deutlich kiirzer als in den Jahren 2014

und 2015. Im deutlichen Kontrast dazu bestand im Winter 2013/2014 auf der Talsperre keine durchgéngige

46



3 Ergebnisse

Eisbedeckung, die Frihjahrsmassenentwicklung des Phytoplanktons setzte in beiden Jahren 2014 und
2015 etwa einen Monat friher ein als im Jahr 2013. Diese beiden Jahre wiesen auch eine langer anhaltende
Sommerstagnationsphase auf, da die Herbstvollzirkulation zudem jeweils ca. drei Wochen spater als 2013

einsetzte.

Niederschlage beeinflussen u.a. die Bodenerosion und damit den Eintrag von Nahrstoffen und Bakterien
in das Gewadsser und wirken sich somit auf das Phytoplankton und die mikrobielle Gemeinschaft aus.
Geringe Niederschlage fiihren zum Absinken des Stauspiegels, zusatzlich verstdrkt durch die in
Trockenzeiten eventuell notwendige Niedrigwasserbewirtschaftung der Talsperre. Durch Resuspension

von Sedimenten in flacheren Bereichen der Talsperre kann es in diesen Perioden zu Nahrstoffeintragen

kommen. Deutliche Auswirkung haben vor allem 1200
mD

Starkniederschlage, bei denen aufgrund der verstirkten e
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Starkniederschlagen, fast die Halfte des monatlichen

Niederschlags (143,3 mm von 304 mm) fiel im Zeitraum vom 1. Abbildung 15: Monatssummen

Niederschlage 2013 bis 2015 an der
bis 3. Juni (Abbildung 15), insgesamt fielen im Zeitraum vom Wetterstation Forchheim (50.71°N

13.27°E; 600 m . NN); Datengrundlage

29. Mai bis 03. Juni 230 mm Niederschlag. [141]

Die mit dem Niederschlagsereignis verbundenen Stoffeintrage zeigten Auswirkungen auf verschiedene
physikalische und chemische Parameter (Daten von Dr. L. Paul, TUD): Die im Juni eingetragenen
Wassermassen schichteten sich im Bereich der Hauptstaumauer zwischen 5 und 15 m Tiefe ein, wie das
deutliche Maximum der Tribung in diesem Bereich zeigt (Abbildung 16). Etwa ab Tag 175 -180
normalisierte sich die Tribung wieder, zum Zeitpunkt der entsprechenden Probenahme (25.5., Tag 176),

hatte die Triibung in diesem Bereich der Talsperre bereits stark abgenommen.
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Der Verlauf der Sichttiefe zeigt dhnliche Verhaltnisse: Vor dem Starkregen betrug sie am 28.5. 2,4 m und

war am 2.6. deutlich auf 0,85 m gesunken. Am 5.6. erreichte die Sichttiefe 1 m, am 10.6. bereits 2 m und
zur Probenahme am 25.6. wurden an dieser Stelle wieder 2,6 m Sichttiefe ermittelt, was in etwa dem Wert
vor den starken Regenfillen entspricht. KenngroRen fir die Nahrstoffbelastung des Gewdssers zeigen
ebenfalls deutliche Anstiege in Zusammenhang mit den Niederschlagen Anfang Juni 2013: In den auf die
starken Regenfalle folgenden ca. vier Wochen war ein deutlicher Anstieg des Gesamtphosphates in den
Wasserschichten von 0-15m Tiefe zu verzeichnen (Abbildung 17). Der Anstieg des I6slichen Phosphates fiel
deutlich geringer aus und bestand wesentlich kiirzere Zeit, da dieser im Unterschied zum partikuldren
Phosphor sehr schnell von den Planktonorganismen aufgenommen wird.
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Abbildung 17: Gesamtphosphat (total phosphorus TP) und I6sliches Phosphat (soluble reactive phosphate SRP)
und an der Entnahmestelle der Talsperre Saidenbach 2013; nach: Dr. L. Paul, Okologische Station
Neunzehnhain, TU Dresden

In den Jahren 2014 und 2015 wurden keine vergleichbar hohen Niederschlagssummen binnen weniger
Tage erreicht, die héchsten Werte lagen bei 79,6 mm Niederschlag fir 8. - 10. Juli 2014 (darauffolgende
Probenahme 28. 07. 2014) und 112 mm Niederschlag im Zeitraum 14. - 19. August 2015 (darauffolgende
Probenahme 07. 09. 2015).

Eine weitere meteorologische GréRe mit wesentlichem Einfluss auf biotische und abiotische Parameter

des Wasserkorpers ist die Sonneneinstrahlung bzw. Globalstrahlung. Neben der Lichtversorgung des
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Phytoplanktons tragt die Sonneneinstrahlung durch eine Erwdarmung vor allem der oberen
Wasserschichten zur Ausbildung und Stabilisierung der thermischen Schichtung im Wasserkdrper bei. Eine
Besonderheit hinsichtlich dieses Faktors zeigt im Vergleich der drei Untersuchungsjahre das Jahr 2015,
dessen auffallig trockenes und sonniges Friihjahr sich vor allem im April und Mai durch deutlich hohere
Monatsmittel der Globalstrahlung von den anderen Jahren abhebt. Auch im August und September

wurden hohere Werte registriert als in den beiden vorhergehenden Jahren (Abbildung 18).
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3.1.3 Hydrophysikalische Parameter
Zu jeder Probenahme wurden wesentliche hydrophysikalische KenngréRen (Temperatur, pH-Wert,
Sauerstoffgehalt, Sauerstoffsattigung, Leitfahigkeit, Gesamtchlorophyllkonzentration') als vollstindige

Tiefenprofile mit Messungen aller 1 m aufgenommen sowie die Sichttiefe bestimmt (s. Anlage A1)

Die Sichttiefe und daraus abgeleitete Tiefe der euphotischen Zone wird beeinflusst durch eingetragene
Trubstoffe sowie die Phytoplanktonentwicklung und wies von der Vorsperre Forchheim bis hin zur
Entnahmestelle je Probenahmezeitpunkt eine Zunahme in FlieRrichtung auf. Die hochsten Sichttiefen
wurden im Juni und September 2015 mit 5,8 bzw. 5,9 m an der Entnahmestelle beobachtet, die niedrigste
Sichttiefe innerhalb der Talsperre betrug an der Stelle H im September 2014 1,1 m. In der Vorsperre
Forchheim lagen die Sichttiefen meist nur um 2 m, maximal wurden 3 m (April 2013) erreicht. Die
euphotische Zone lag an den Probenahemestellen innerhalb der Hauptsperre H, S und E immer Giber 5 m

auler an der Stelle H im Juni 2013 und September 2014 (Abbildung 19).

! Juni und November 2013, Juli 2015: Defekt Chlorophyllsonde; Daten Entnahmestelle Juni 2013 Dr. L. Paul, Okol.
Station Neunzehnhain, TUD
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Hinsichtlich der Leitfahigkeit als MaR fiir den Gesamt-lonengehalt des Wassers wird fiir die TS Saidenbach
seit 1991 eine kontinuierliche Abnahme beobachtet, die in Zusammenhang mit dem Riickgang von
Calcium-, Nitrat- und Sulfatkonzentrationen steht [4]. In den hier ermittelten Tiefen-profilen zeigte sich
jedoch fir die Probenahmestellen der Talsperre ein Anstieg der Leitfahigkeit von 2013 bis 2015. Generell

wurden in der Vorsperre etwas niedrigere Leitfahigkeiten ermittelt als fir die
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hang stehenden Chloridkonzentra-tionen @ 200 b | Abbildung 20:
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das Metalimnion der Entnahmestelle. © 2o und 20 m der
R Entnahme-
2m 4m £ stelle

Probenahmestelle und -tiefe
2013 lag die Leitfahigkeit an allen Probenahmestellen um 175uS/cm. In der Talsperre wurden im Frihjahr
die hochsten Werte gemessen, im Juni kam es zu einem sprunghaften Riickgang der Werte, vermutlich
verursacht durch den Eintrag groRer Mengen elektrolytarmen Regenwassers nach Starkniederschlagen

Anfang Juni . AnschlieBend stiegen bis zum Ende des Jahres hin die Werte wieder an. In der Vorsperre
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Forcheim nahmen die Werte dagegen allmahlich im Verlauf des Jahres ab. 2014 wurden in der Hauptsperre
bis August Werte von 185 — 190 us/cm registriert, danach traten sprunghaft h6here Werte um 210us/cm
auf. 2015 konnte in der Vorsperre ein spunghafter Riickgang der Leitfahigkeiten von Werten um 200us/cm
bis Juni und 150-170 ps /cm ab Juli beobachtet werden. An der in FlieRrichtung nachstgelegenen
Probenahmestelle H war eine dhnliche Tendenz erkennbar, wobei die Werte der ersten Jahreshalfte mit
ca. 220 us / cm hoher lagen als in der Vorsperre und der Rickgang ab Juli weniger stark ausfiel. An den
Stellen S und E lagen die Werte der Leitfahigkeit Gber das ganze Jahr hinweg eng beeinander im Bereich

um 215-225 uS / cm.

Die Tiefenprofile der Wassertemperatur zeigten die typischen Schichtungsverhéltnisse dimiktischer
Gewasser. Die zunehmende Erwarmung des Oberflachenwassers beendet die Friihjahrsvollzirkulation, die
sich herausbildende Sprungschicht verlagert sich im Verlauf der Saison in gréRere Tiefen bis zum Einsetzen
der Herbstvollzirkulation. Wahrend die thermische Schichtung in den tiefen Bereichen der Talsperre
deutlich ausgepragt ist, kommt es besonders in flacheren Bereichen und der Vorsperre durch Wind auch
wahrend der Sommerstagnation zu einer teilweisen oder vollstandigen Durchmischung des
Wasserkorpers. Vor allem die Zeitraume von Eisaufbruch und Frihjahrszirkulation wiesen in den
untersuchten Jahren deutliche Unterschiede auf, wie Abbildung 14 (vgl. Kap. 3.1.1) fur die
Schichtungsverhiltnisse an der Entnahmestelle zeigt. ZuflieBendes Wasser schichtet sich seiner
Temperatur entsprechend ein, wie z.B. die Zuflisse der Starkniederschldage Anfang Juni 2013, die im
Bereich der Entnahmestelle zwischen 5 und 15 m Tiefe voriibergehende Hochstwerte der Triibung und

Nahrstoffkonzentration verursachten.

Die Sauerstoffkonzentration und -sattigung im Gewasser wird wesentlich durch die photosynthetische
Sauerstoffproduktion des Phytoplanktons und die Sauerstoffzehrung beim mikrobiellen Abbau
organischer Substanz gesteuert. In Zusammenspiel mit der thermischen Schichtung ergeben sich im
dimiktischen See typische saisonale und vertikale Gradienten. Die Friihjahrsmassenentwicklung fiihrt zu
einer hohen Sauerstoffsattigung in der euphotischen Zone, die sich aufgrund der Zirkulation lGber die
gesamte Wassersaule verteilt. In den Jahren 2013 bis 2015 wurden zu diesen Zeitpunkten in der Vorsperre
und an den Probenahmestellen der Talsperre zwischen 10,5 und 13,5 mg /| (ca. 100 - 115 %) Sauerstoff
gemessen. Mit dem Einsetzen der thermischen Schichtung bildet sich im Bereich des Metalimnions
aufgrund des Abbaus der dort angereicherten organischen Substanz ein Sauerstoffminimum. In
Wasserschichten hoher photosynthetischer Aktivitdit wurden dagegen lokale Sauerstoffmaxima

beobachtet. Im Bereich des Hypolimnions bildet sich im Spatsommer eine zunehmende Sauerstoffzehrung
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aus, die erst durch die Herbstzirkulation aufgelost wird.Die Sauerstoffkonzentration an der Entnahmestelle
lag ab September in Giber 25 m Wassertiefe um 5 mg/l, 2013 wurden dabei im Oktober und November
unterhalb von 30m Werte unter 2,5mg/l erreicht. In der Vorsperre Forchheim sowie an der
Probenahmestelle H wurden in den Sommermonaten unterhalb 3 bzw. 4 m regelmaRig Sauerstoffgehalte
zwischen 0 und 5 mg / | gemessen. An der Probenahmestelle S sowie an der Entnahmestelle bestanden in
den Sommermonaten ausgepragte metalimnische Sauerstoffminima mit Tiefstwerten von 0—1mg/ |
(2 -5 %), die sich im Verlauf des Sommers zunehmend in gréRere Wassertiefen verlagerten.
Hinsichtlich der  mikrobiologisch  genauer .

15+
untersuchten Wassertiefen sind die

4 m Wassertiefe sind die Verhaltnisse jedoch 57 P4 Ei |

Sauerstoffkonzentrationen in der
Beprobungstiefe 2m in der Vorsperre am

hochsten und sinken leicht in FlieRrichtung. Far

Sauerstoff [mg/l]

umgekehrt, zudem weisen die Proben aus der

Vorsperre und dem Vorbecken der Talsperre 0

BN [ B SR B ERNN R B pam e
= E
héhere Konzentrationsschwankungen auf. Das FHSE FHSE (% = Q

metalimnische Sauerstoffminimum an der 2m 4m E
Probenahmestelle und -tiefe

Entnahmestelle zeichnet sich durch ca. 2 mg/l . ) )
Abbildung 21: Sauerstoffkonzentrationen 2013 bis

niedrigere Sauerstoffkonzentrationen aus 2015in 2 und 4 m Wassertiefe der
Untersuchungsstellen in FlieBrichtung;

(Abbildung 21). ML=Metalimnion

Der pH-Wert im Wasserkorper wird malRgeblich durch die Phytoplanktonenwicklung und mikrobielle
Abbauprozesse beinflusst, die zu saisonalen Unterschieden und vertikalen Gradienten in der Wassersaule
fihren. Der verstarkte CO,-Verbrauch durch das Phytoplankton v.a. in der euphotischen Zone fiihrt zu
einem Anstieg des pH-Wertes, mikrobielle Abbauvorgange im Hypolimnion dagegen senken den pH-Wert.
Langfristige Messungen ergaben fiir die TS Saidenbach keinen Trend hinsichtlich des mittleren pH-Wertes,
allerdings spiegeln sich die starkeren Friihjahrmassenentwicklungen des Phytoplanktons seit 1990 in
einem haufigeren Auftreten von pH-Werten > 9 wider, die zuvor kaum beobachtet worden waren [4]. An
der Entnahmestelle wurden in allen untersuchten Jahren pH-Werte tber 9 in den oberflachennahen
Wasserschichten registriert, an den anderen Probenahmestellen der Talsperre sowie in der Vorsperrre

Forchheim nur in den Jahren 2014 und 2015.
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In den Beprobungsstiefen 2 m und 4 m steigt

der pH-Wert im Vergleich der
Probenahmestellen in  FlieBrichtung an
(Fehler! Verweisquelle konnte nicht g

efunden werden.). An der Entnahmestelle
sinken die pH-Werte mit zunehmender
Wassertiefe. Fir die niedrigeren pH-Werte
trotz héherer Phytoplanktonproduktion in der
Vorsperre spielen eventuell mikrobielle
Abbauprozesse eine Rolle, die durch den

naheren Sedimentkontakt und die haufigere
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Abbildung 22:
pH-Werte 2013
bis 2015 in 2
und 4 m
Wassertiefe
der Unter-
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stellen in
FlieRrichtung;
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Durchmischung in dem flachen Gewasser starkeren Einfluss auf die gesamte Wassersaule haben.

Die Entwicklung der Algenpopulation gemessen an der Gesamtchlorophyllkonzentration wird durch

zahlreiche biotische und abiotische Fakoren gesteuert und hat selbst wiederum starken Einfluss auf

verschiedene Parameter des Gewadsserokosystems. Langzeituntersuchungen an der TS Saidenbach

zeigten, dass trotz verringerter Nahrstoffgehalte die Phytoplanktobiomasse ab 1990 zunahm. Klimatische

Veranderungen mit Einfluss auf die thermischen Schichtungsverhaltnisse fihrten zu starkeren

Frihjahrsmassenentwicklungen sowie einer Veranderung des Artenspektrums mit einer Zunahme an

Cyanobakterien in den Sommermonaten [87]. Im Vergleich der Probenahmestellen in 2 m Wassertiefe

sinkt die mittlere Chlorophyllkonzen-

tration von der Vorsperre mit der

FlieRrichtung und erreicht in der =—
Hauptsperre bei S und E ein &ahnlich %
niedriges Niveau (Abbildung 23). In 4 m E‘\
Wassertiefe sind die Verhéltnisse g
zwischen Vorsperre und Unterwasser- E

vorbecken (H) umgekehrt, an der Stelle

H werden sogar hohere

Konzentrationen erreicht als in der
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Abbildung 23:
Chlorophyll-a-
Konzentrationen
2013 bis 2015 in
2und4 m
Wasser-tiefe der
Unter-
suchungsstellen
in FlieRrichtung;
ML=Metalimnion

Vorsperre, was durch die héhere Triibung und damit schlechtere Lichtversorgung in dieser Tiefe der

Vorsperre bedingt sein kann.
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2013 begann die Friihjahrsmassenentwicklung in der Hauptsperre aufgrund des spaten Eisaufbruchs erst
im April und erreichte sowohl in der Vorsperre als auch in der Hauptsperre Werte um 10 pg/|. Die
hochsten Chlorophyllkonzentrationen in der Vorsperre wurden 2013 mit Werten um 40ug/| im Oktober
erreicht, wobei ein Zusammenhang zu Nahrstoffmobilisierung durch Bauarbeiten im Bereich der Zufliisse
moglich ist. Das Sommermaximum in der Vorsperre erreichte mit knapp 40 pg / | im Juli (F 2m) im Vergleich
zu 2014 und 2015 deutlich geringere Werte. Die in FlieSrichtung folgende Untersuchungsstelle H wies 2013
ebenfalls erhohte Chlorophyllkonzentrationen im Oktober auf (ca. 20 pg/l), das Sommermaximum im
August war jedoch mit 40 pg/l (4 m) deutlicher ausgepragt. An der Stelle S bestand zusatzlich zu héheren
Konzentrationen im Juli und August (15 —20 pg/ I) im Mai in 6 m Wassertiefe mit 22,6 ug/ | die hochste
Chlorophyllkonzentration des Jahres. Erhéhte Werte im Oktober konnten an dieser sowie der in
FlieRrichtung folgenden Entnahmestelle nicht mehr beobachtet werden. Die Hochstwerte der
Chlorophyllkonzentration lagen 2013 an der Entnahmestelle in den Monaten Juli und August (E 4 m Juli
34ug/l), wobei vor allem das Chlorophyllmaximum im Juli sehr eng begrenzt in einer Wassertiefe von 3m
auftrat. Die Starkniederschlage Anfang Juni 2013 spiegelten sich zur darauffolgenden Probenahme Ende
Juni (25. 6.) nicht mehr in den aufgenommenen Parametern wider, die Chlorophyllkonzentrationen waren
zu diesem Zeitpunkt auch nicht auffillig erhéht (Okologische Station Neunzehnhain, TU Dresden). Das
verhéltnismaRig stark ausgepragte Chlorophylimaximum im Juli kénnte jedoch durch den zusatzlichen
Nahrstoffeintrag mit den Starkniederschlagen von Anfang Juni mit verursacht worden sein. Parallel zur
erhohten Photosyntheseaktivitat traten auch die héchsten pH-Werte auf, an der Entnahmestelle wurden
von Mai bis August in 0-4m Werte zwischen 8,5 und 9,2 erreicht. Diese Maximalwerte fielen jedoch
deutlich niedriger aus als 2014 und 2015. Im Friihjahr und Herbst wurden mit ca. 7,5 ebenfalls niedrigere
pH-Werte als zu vergleichbaren Zeiten der anderen beiden Untersuchungsjahre beoachtet. Die pH-Werte
in 0-2m der Vorsperre erreichten maximal 8 und lagen damit in den Sommermonaten deutlich niedriger
als 2014 und 2015, worin sich die niedrigere Photosyntheseaktivitdt widerspiegelt. Auch an der
Unterschungsstelle H im Vorbecken der Hauptsperre traten mit maximal 8,8 vergleichsweise niedrige

Maximalwerte (Juni, August) auf.

Nach einem milden Winter 2013 / 2014 ohne durchgehende Eisbedeckung der Talsperre traten die
hochsten Chlorophyllkonzentrationen des Jahres 2014 an den Stellen S und E im Marz sowie Mai und
Anfang Juni auf. Die Chlorophyllkonzentrationen im Friihsommer lagen zwar Giber denen von 2013, dafr
traten 2014 keine ausgepragten Chlorophylimaxima zwischen Juli und September auf, wie es besonders
2013 der Fall war. Entsprechend wurden auch im Bereich der metalimnischen Sauerstoffminima von

August bis Oktober nicht so niedrige Werte erreicht wie 2013. Wahrend in der Vorsperre Forchheim auch
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im Mai und Juni mit 40 bzw. 50ug/| hohe Chlorophyllkonzentrationen verzeichnet wurden, traten die
Hochstwerte von 77ug/l Chlorophyll im Juli auf und erreichten damit dhnliche Dimensionen wie 2015
(August). Im Vorbecken der Talsperre (H) wurden ebenfalls im Juli die Maximalwerte der
Chlorophyllkonzentration beobachtet, die mit 32 ug /| jedoch unter den Hoéchstwerten von 2013 und

deutlich unter denen 2015 lagen.

Im Unterschied zu den anderen Untersuchungsjahren traten 2015 an den Stellen E und S die hochsten
Chlorophyllkonzentrationen des Jahres im Marz und April auf. Die Konzentrationen von ca. 30 pg/ 1 (E
Marz und April, S April) sind auf die aullergewohnlich sonnigen Wetterlage im Friihjahr 2015
zurickzufihren. Trotz einer leichten Erhéhung der Wassertemperaturen von Marz zu April bestand an
beiden Untersuchungsstellen zu diesem Zeitpunkt noch Vollzirkulation. Die Sauerstoffgehalte waren in
den Frihjahrsmonaten 2015 mit 13,5 nur ca. 0,5 mg /| hoher als in den beiden vorangegangenen Jahren.
Die pH-Werte zeigten jedoch deutlich die hohe Photosyntheseaktivitat, wahrend im Mérz noch pH 8,3 —
8,4 liber die gesamte Wassersaule erfasst wurde, hatte sich im April der pH-Wert in den oberen 4 m bereits
auf 8,8 erhoht. Die Sommermaxima an den beiden Stellen S und E wurden mit 22pg/l bzw. 24ug/l im
August erreicht und fielen im Vergleich zu 2013 geringer aus. Hinsichtlich des Sauerstoffgehaltes pragte
sich an der Entnahmestelle erst im September ein lokales Minimum in 10 bis 12 m Wassertiefe aus,
wahrend im Juli und August im Unterschied zu den Vorjahren kein ausgepragtes Minimum vorhanden war.
Im Unterschied zu den Untersuchungsstellen E und S wurden in der Vorsperre Forchheim sowie der in
FlieBrichtung folgenden Untersuchungsstelle H zwar ebenfalls leicht erhdhte Chlorophyllkonzentrationen
im Frihjahr gemessen (v.a. H 2m Marz 28 pg / 1), die Sommermaxima waren jedoch deutlich ausgepragter.
Sie wurden ebenso wie an den Stellen S und E im August erreicht und betrugen in der Vorsperre 70ug/I
(3m), an der Stelle H 80 pg/l (5m). Dieser Wert stellt mit Abstand die hochste Chlorophyllkonzentration
flr die Untersuchungsstelle H von 2013 bis 2015 dar und spiegelt sich auch im hochsten dort gemessenen
pH-Wert von 9,4 und einem lokalen Sauerstoffmaximum (12mg/l im Vergleich zu 10mg/| in der Ubrigen

Wassersaule) in 3m Wassertiefe wider.

3.1.4 Chemische Parameter

Wesentliche chemische Parameter der Wasserproben wurden in den Jahren 2014 und 2015 fir 2 m und
4 m Wassertiefe aller Probenahmestellen sowie aus dem Metalimnion und 20 m Tiefe an der
Entnahmestelle bestimmt (s. Anlage A2). Fiir 2013 wurden ebenfalls fiir alle Untersuchungsstellen Proben
aus 2 m Tiefe analysiert, sowie aus 4 m Tiefe der Stellen F, H und S (Juni und August-November 2013)

und 20 m Tiefe an der Entnahmestelle ab Juni 2013.
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Als Stickstoffverbindungen spielen im Gewadsser vor allem Ammonium, Nitrit und Nitrat eine Rolle.

Ammonium wird vom Phytoplankton bevorzugt als Stickstoffquelle aufgenommen und ist daher meist nur

in sehr niedrigen Konzentrationen nachweisbar. Hohere Ammoniumkonzentrationen sind zumeist ein

Hinweis auf einen Eintrag von Verunreinigungen z.B. durch Landwirtschaft oder hausliche Abwasser. Die

ermittelten Ammonium-Konzentrationen lagen bis auf wenige Ausnahmen unter 0,2 mg/|, in den meisten

Proben unter 0,1 mg/l. In FlieRrichtung gehen die Ammoniumkonzentrationen in gleicher

Wassertiefe an den Probenahme-

stellen leicht zurlick, die Werte in 2 m
Tiefe lagen Uber denen in 4m
Wassertiefe (Abbildung 24). An der
Entnahmestelle lagen die Ammonium-
Konzentrationen im  Bereich des
Metalimnions meist geringfihig (ber
denen in 2m Wassertiefe. Saisonale
nicht

Schwankungen wurden

beobachtet, im Vergleich der

Untersuchungsstellen traten auffallige
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Abbildung 24:
Ammoniumkonzen-
trationen 2013 bis
2015in2und4 m
Wassertiefe der Unter-
suchungsstellen in
FlieRrichtung;
ML=Metalimnion

Maximalwerte nur in der Vorsperre Forchheim (0,58 mg/l und 0,27 mg/| April und Mai 2013, 2m; 0,25 mg/I

August 2014, 2m) und an der Untersuchungsstelle H (0,3 mg/l August 2013, 4m; 0,27 mg/l und 0,24 mg/I

September und Oktober 2014, 4m) auf.

Nitrit tritt als Zwischenprodukt bei der Nitrifikation nur auf, wenn die Weiterreaktion zu Nitrat durch

Sauerstoffmangel gehemmt wird. Es wurde in keiner der hier analysierten Proben nachgewiesen. Auch die

langjahrigen Datenreihen fiir die Talsperre Saidenbach zeigten nur selten leicht erhohte Werte im

sedimentnahen Bereich bei starkerem Sauerstoffverbrauch im Spatsommer [4]. Die wesentliche

Nitratquelle fir die Talsperre Saidenbach stellen die Zufliisse dar, die das leicht 16sliche lon aus den

umliegenden

landwirtschaftlich genutzen Flachen einbringen [4].

Saisonale Unterschiede der

Nitratkonzentration werden vorwiegend durch den verstdrkten Eintrag von Nitrat mit den Zuflissen im

Frihjahr sowie verstarkte Nitratatmung (dissimilatorische Nitratreduktion) im sedimentnahen Bereich bei

zunehmend anoxischen Verhéltnissen gegen Ende des Sommers verursacht wahrend

in der

Vegetationsperiode des Phytoplanktons in der eutrophen Zone Nitrat verbraucht wird [5]. In Einklang mit

den langjahrigen Untersuchungen der Talsperre Saidenbach [4], wiesen die Nitratkonzentrationen in allen
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drei Untersuchungsjahren einen deutlichen Jahresgang auf, mit Maxima von 4 — 5,5 mg/l in den Frihjahrs-
und Wintermonaten und Minima von 2 —3 mg/l in den Sommermonaten. Vor allem in Monaten mit
allgemein hoéheren Nitratkonzentrationen werden in der Vorsperre mit 1 — 3 mg/| etwas hohere Werte
erreicht als in der Hauptsperre (v. a. Oktober 2013 bis April 2014 und Oktober 2014 bis Mai 2015), wahrend
die Verhaltnisse in den Sommermonaten haufig umgekehrt waren. Im Bereich des Hypolimnions (20 m
Tiefe) an der Entnahmestelle waren die saisonalen Konzentrationsschwankungen deutlich geringer
ausgepragt. Die hochste Nitratkonzentration wurde mit 6 mg/l im Bereich des Metalimnions (Oktober

2014) an der Entnahmestelle gemessen.

Im Vergleich der Untersuchungsstellen 6 ! o
liegen die mittleren Nitratkonzentra- o g o
tionen in der Vorsperre deutlich (ber

denen in der Hauptsperre, innerhalb der

Nitrat [mg/]
=
|

Hauptsperre ist ein  Anstieg der : 5 4 5 i HEE Abbildung 25:
Konzentrationen in FlieRrichtung (v. a. in E 1T 1 Nitratkonzentra-
L A = tionen 2013 bis
4m Wassertiefe) Zu beobachten 24 b ety - 2015in2und 4 m
. . . . ik Wassertiefe der
(Abbildung 25). Dariiber hinaus sind auch —— I_. é Untersuchungs-
die Schwankungen der Nitrat- FHSE FHSE 5 o stellen in
A FlieRrichtung;
konzentrationen in der Vorsperre und im 2m 4m E ML=Metalimnion

Probenahmestelle und -tiefe
Vorbecken der Talsperre am hdchsten.

Wie in den meisten limnischen Okosystemen spielt auch in der Talsperre Saidenbach Phosphat als
wachstumslimitierender Nahrstoff fiir das Phytoplankton eine wesentliche Rolle (u.a. [4]). Orthophosphat
als pflanzenverfiigbare Phosphorquelle war daher meist nur in sehr geringen Konzentrationen
(0,001 mg/1—0,005 mg/l) im Wasser nachweisbar. Die Konzentrationen unterlagen kaum saisonalen
Schwankungen oder wiesen Unterschiede zwischen den Probenahmestellen auf. Als einzige Ausnahmen
fallen Proben aus dem Friihjahr 2013 auf (April 2013 F, H und S 2 m) mit Konzentrationen von 0,014-
0,016 mg/I: Der dieser Probenahme vorangegangene auRergewdhnlich lange Winter mit Eisbedeckung
ermoglichte eventuell eine besonders intensive Akkumulation von Nahrstoffen durch den mikrobiellen
Abbau der Biomasse. Dariiber hinaus kann der Zeitpunkt der Probenahme kurz nach dem Eisaufbruch dazu
beitragen, dass die beginnende Friihjahrsmassenentwicklung des Phytoplanktons noch nicht zum
Verbrauch dieses Nahrstoffes flihren konnte. An der Untersuchungsstelle H wurden im November 2014
mit 0,07 mg/l (2m) bzw. 0,14 mg/l (4 m) die hdchsten Orthophosphat-Konzentrationen der drei

Untersuchungsjahre ermittelt. Die Ursache dafiir konnten Bauarbeiten o. a. in Verbindung mit verstarktem
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Zufluss und Sedimenteintrag sein. Meteorologische Ursachen wie Starkregenereignisse wurden in diesem
Zeitraum nicht registriert, zudem zeigten die anderen Untersuchungsstellen keine vergleichbaren
Auffalligkeiten.

Die Sulfatkonzentrationen lagen zwischen 8,8 — 18,5 mg/|, wobei die Werte 2013 mit ca. 10 — 10,5 mg/I

allgemein unter denen der beiden anderen Untersuchungsjahre (12 - 14 mg/l) lagen.

Zwischen den Probenahmestellen war ein % : o
leichter Anstieg der Konzentrationen in 18
FlieRrichtung erkennbar (Abbildung 26). =16 T T E T ¥ 5
=] ¥ H | |
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sehr gering.

Probenahmestelle und -tiefe

Die Konzentrationen lagen in den Jahren 2013 und 2014 an allen Probenahmestellen in den ersten beiden
Probenahmeterminen der jeweiligen Saison um ca. 3 mg/| hoher als im tbrigen Jahr. Da Streusalze eine
der Hauptquellen fiir den Eintrag von Chlorid in Gewésser darstellen, stehen die héheren Konzentrationen
nach dem Winter eventuell damit in Zusammenhang.

Fir die Acetatkonzetrationen wurden ohne saisonale oder lokale Trends Werte zwischen 0 mg/Il und

1 mg/| bestimmt, wobei die Bestimmmungsgrenze der verwendeten Methode bei 0,5 mg/| Acetat liegt.
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Die am h&ufigsten gemessenen Werte zwischen 0,4 mg/l und 0,6 mg/| missen vor diesem Hintergrund

betrachtet werden, ebenso wie Proben fiir die 0 mg/| Acetat bestimmt wurden.

Die Konzentration an gelostem Eisen ist im Bereich des Epilimnions aufgrund seiner Losungseigenschaften
meist sehr gering und wird zudem durch Fallung, Adsorption und Aufnahme durch die Primarproduzenten
verringert. Niedrige Sauerstoffsattigungen (< 50 %) und pH-Werte (< 7,5) sowie hohe Gehalte an freiem
CO; und organischem Material ermoglichen es, dass Eisen (ll)-Verbindungen vermehrt in Lésung bleiben,
diese Bedingungen treten jedoch vor allem im Hypolimnion auf [142]. Die ermittelten
Eisenkonzentrationen lagen zwischen 0 und 0,25 mg/l, die hochste Konzentration wurde in einer Probe
aus dem Metalimnion der Entnahmestelle im Juli 2014 mit 0,41 mg/l gemessen. Auch im August 2014
sowie im Juli und August 2015 wurden im Bereich des Metalimnions leicht erhohte Werte im Vergleich zu
den anderen Probenahmestellen und — tiefen bestimmt. Die Mangankonzentrationen lagen meist unter
0,06 mg/I. Auffallige Ausnahmen traten im Mai 2014 an den Probenahmestellen F2 m 0,37 mg/lundS2 m
(0,33 mg/l) auf, an der in FlieBrichtung dazwischenliegenden Probenahmestelle H wurden nur 0,12 mg/I
gemessen. Die Loslichkeitseigenschaften von Mangan dhneln dem des Eisens, die Eisenkonzentrationen in
den beiden auffilligen Proben lagen jedoch unterhalb der Nachweisgrenze von 5 pg/l, sodass
Bedingungen, die zu einer erhdhten Loslichkeit beider Stoffe flihren, nicht als Ursache in Frage kommen.
Die Mangan-Konzentrationen in 4 m Wassertiefe wiesen generell starkere Schwankungen auf mit
Maximalwerten von 0,16 mg/l (F4 m September 2013, H4 m September 2014). Ein Anstieg der
hypolimnischen Eisen- und Mangan-Konzentrationen im Spatsommer bis zur Herbstvollzirkulation wurde
im sedimentnahen Bereich des Hypolimnions aufgrund der Sauerstoffzehrung auch fir die Talsperre
Saidenbach beobachtet [4], konnte hier jedoch anhand der Werte fir 20 m Wassertiefe an der

Entnahmestelle nicht festgestellt werden.

Hinsichtlich des Kohlenstoffhaushaltes im Gewasser wurden die Parameter DIC, DOC sowie DTC bestimmt.
Als langfristiges Mittel sind flir die Talsperre Saidenbach 5,2 mg C /I bekannt, Tiefstwerte traten dabei
meist in Perioden starker Phytoplanktonentwicklung und damit bei hohem Kohlenstoffverbrauch und
entsprechend hohen pH-Werten auf [4]. In den hier untersuchten Jahren lagen die DIC-Konzentrationen
meist zwischen 4,5 und 6,5mg/l. Hohere Werte traten vorwiegend in den Hochsommermonaten auf, wie
die Maximalwerte um 7,5mg/l im Juli und August 2014 in der Vorsperre Forchheim sowie der
Probenahmestelle H. Tiefstwerte an allen Probenahmestellen wurden im Mai und Juli 2013 mit
Konzentrationen < 2 mg/| registriert, wogegen zur dazwischenliegenden Probenahme im Juni Werte um

4 mg/l ermittelt wurden. Die DOC-Konzentrationen wiesen ebenfalls im Jahr 2013 die stérksten
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Schwankungen auf und reichten von 2 bis 9 mg/I. Spitzenwerte wurden h&ufig, jedoch nicht ausschlieRlich,
in der Vorsperre Forchheim registriert (7 - 9 mg/|: April, August, Oktober 2013, Marz, August 2015). 2014
traten die hochsten Konzentrationen an der Untersuchungsstelle H im Juli auf, als bereits ein sehr niedriger
Wasserstand im Unterwasservorbecken und der Talsperre erreicht war. Auffallig hohe Konzentrationen an
der Entnahmestelle, wo sonst haufig die geringsten DOC-Werte bestimmt wurden, traten im April 2013
mit 9 mg/| auf. Im Vergleich der Untersuchungsstellen (Abbildung 28) in 2 und 4 m Wassertiefe ist der DIC
in der Vorsperre am niedrigsten und am héchsten im Bereich des Metalimnions an der Entnahmestelle.
Die DOC-Konzentrationen dagegen sind vor allem in 2 m Wassertiefe in der Vorsperre am héchsten und
gehen in FlieRrichtung zuriick. Fiir 4 m Wassertiefe sind die Werte fast auf gleichem Niveau. In der Summe
ergben sich fiir den DTC in 2 m Wassertiefe dhnliche Werte fir die Vorsperre und die Stelle S, die hochsten
Werte fur das Unterwasservorbecken der Hauptsperre und die niedrigsten Konzentrationen fir die
Entnahmestelle. In 4 m Wassertiefe liegen die Konzentrationen an den Probenahmepunkten F, H und S
auf dhnlichem Niveau, wahrend sie an der Entnahmestelle in 4 m geringer, im Metalimnion dagegen

deutlich hoher sind.
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Abbildung 28: Konzentrationen von DIC, DOC und DTC 2013 bis 2015 in 2 und 4 m Wassertiefe der Untersuchungs-
stellen in FlieRrichtung; ML=Metalimnion
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3.2 Spektrofluorometrische Erfassung von Phytoplanktongruppen

3.2.1 Saisonale Entwicklung der Phytoplanktongruppen anhand der Sondenmessungen

Von April bis November 2014 wurden mit Hilfe der FluoroProbe-Sonde (bbe Moldaenke GmbH,
Schwentinental, D) Tiefenprofile von Phytoplanktongruppen entsprechend ihrer spektralen Eigenschaften
an den vier Untersuchungsstellen aufgenommen. Die fluoreszenzbasierte Sondenmessung erlaubt die
Unterscheidung von Diatomeen (incl. Chrysophyceen, Haptophyceen, Dinophyceen), Griinalgen,
Cryptophyceen und Cyanobakterien. Diatomeen und Griinalgen waren an allen Untersuchungsstellen im
Jahresverlauf die bedeutsamsten Gruppen, sie bildeten auch den grofSten Anteil der
Friihjahrsmassenentwicklung aus. Cryptophyceen erreichten in einzelnen Tiefen und Monaten an den
Untersuchungspunkten in der Talsperre Saidenbach hdhere Konzentrationen als die anderen
Algengruppen. Die Etablierung der Cyanobakterienpopulation erfolgte erst im Anschluss an die
Massenentwicklungen der anderen Algengruppen in den Sommer- und Spatsommermonaten bis in den
Herbst hinein. Die Tiefenprofile der Konzentrationen einzelner Algengruppen im Vergleich der Monate am
Beispiel der Entnahmestelle zeigen deutlich den Schwerpunkt der Entwicklung bei den Diatomeen und
Griunalgen in den Frihjahrsmonaten, bei den Cyanobakterien dagegen im Sommer und Spatsommer
(Abbildung 29). Im Vergleich der Untersuchungsstellen nahmen die Konzentrationen der Algengruppen
allgemein in FlieRrichtung von der Vorsperre hin zur Entnahmestelle ab. Die Darstellung der Ergebnisse fiir
die Monate April (Zirkulation), Mai (Friihjahrsmassenentwicklung, beginnende Schichtung), Juli
(Schichtung) und Oktober (Ende Schichtung/Beginn Zirkulation)) zeigt fur die Griinalgen in der Vorsperre
Forchheim ebenso hohe bis etwas hohere Konzentrationen wie fiir Diatomeen (Abbildung 30). Das
Verhiltnis dieser beiden Algengruppen kehrt sich an den Untersuchungsstellen in FlieRrichtung bis zur
Entnahmestelle hin um: Am Untersuchungspunkt im Haselbacharm der Talsperre Saidenbach vor der
Unterwasserstaumauer erreichen beide Gruppen zum Zeitpunkt der Frithjahrmassenentwicklung ahnliche
Konzentrationen, bereits in FlieRrichtung nach der Unterwasserstaumauer erreichen die Diatomeen etwas
hohere Konzentrationen als die Griinalgen. An der Entnahmestelle besteht schlieBlich eine deutliche

Dominanz der Diatomeen.
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Abbildung 29: Tiefenprofile der mit der FluoroProbe-Sonde quantifizierten Algengruppen fiir die vier
Untersuchungsstellen in FlieRrichtung
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Abbildung 30: Auswahl der FluoroProbe-Tiefenprofile an den Untersuchungspunkten in FlieRrichtung
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3.2.2 Vergleich zwischen Sondenmessungen und mikroskopischer Analyse des Phytoplanktons

3.2.2.1 Gesamt-Chlorophyll a-Konzentration und Gesamtbiovolumina

Die anhand mikroskopischer Zahlungen ermittelten Gesamtbiovolumina reichten in den untersuchten
Proben von 0,2 bis 17,1 mm3/l. Die Gesamtchlorophyll-Konzentrationen in den Wassertiefen, die auch
mikroskopisch analysiert wurden, betrugen entsprechend der FluoroProbe-Messungen 0,7 bis 55,7 pg/I.
Die vollstandigen Tiefenprofile der Sondenmessungen zeigten dariber hinaus die héchste Chlorophyll-a-
Konzentration von 78 pug/l in 3 m Tiefe in der Vorsperre Forchheim im Juli 2014. Weitere lokale
Hochstwerte von 35 bzw. 36 pg/l wurden im Juni (30.6.) und Juli in 5m Wassertiefe an der

Probenahmestelle H gemessen.

Da mikroskopische Analysen und fluorometrische Messungen unterschiedliche Eigenschaften der Zellen
bzw. Partikel erfassen, kénnen nur die jeweiligen Jahresgange und relativen Verhaltnisse zwischen den
Proben vergleichend betrachtet werden. Stark abweichende Verhaltnisse zwischen Proben anhand der
beiden Quantifizierungsverfahren kénnen u.a. durch umweltbedingte oder artspezifische Variationen im
Pigmentgehalt der Zellen entstehen. Um solche Diskrepanzen zwischen den beiden Methoden
darzustellen, wurde je Probe das Verhéltnis aus der ermittelten Chlorophyll- a-Konzentration und dem
Biovolumen berechnet. Wie Abbildung 31 zeigt, stimmen die saisonalen Verlaufe von Biovolumina und
Chlorophyll-a- Konzentrationen sowie die Verhaltnisse zwischen unterschiedlichen Probenahmestellen

und -tiefen bis auf wenige Ausnahmen (z.B. S2 Junll, E4 Mai, Juli, Oktober) gut Gberein.
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Abbildung 31: Jahresgang der Gesamtbiovolumina (Mikroskopie) und Gesamt-Chlorophyll a-Konzentrationen
(Sondenmessungen FluoroProbe) fiir die vier Probenahmestellen sowie das Verhaltnis von Chlorophyll a zu
Biovolumen (Chl a/BV)

Es gibt jedoch einige Ausnahmen: Fiir die Proben in 2 m Wassertiefe der Vorsperre Forchheim wurde von
April bis Juni eine Zunahme des Gesamtbiovolumens verzeichnet, mit einem deutlichen Sprung zwischen
Mai und Juni. Die Chlorophyll a-Konzentrationen hingegen zeigten einen sprunghaften Anstieg von April

zu Mai und im deutlichen Kontrast zu den Biovolumina einen Riickgang zwischen Mai und Juni. Die
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Diskrepanzen zwischen beiden Methoden werden auch anhand der stark variierenden Verhaltnisse aus
Chlorophyll a und Biovolumen (Chla/BV) deutlich. Fur die gleiche Probenahmestelle stellen sich die
Verhaltnisse zwischen August und September je nach Methode umgekehrt dar, mit einem Riickgang der
Biovolumina von August zu September und einer gegenlaufigen Entwicklung der Chlorophyll a-
Konzentrationen. Fiir die beiden Probenahmen im Juni (3. und 30. 6. 2014) wurden an der Stelle S dhnliche
Biovolumina ermittelt, wahrend die Sondenmessung eine deutliche Abnahme der Chlorophyll a-
Konzentration ergab. Eine dhnliche Diskrepanz ist fiir Stelle H in den Monaten September und Oktober zu
verzeichnen. In 4 m Wassertiefe an der Entnahmestelle hingegen stehen &ahnliche Chlorophyll a-
Konzentrationen im Juni (30. 6.) und Juli einer deutlichen Steigerung der Biovolumina zwischen den beiden

Beprobungszeitpunkten gegeniber.
Die Korrelationsanalyse (Rangkorrelation nach Spearman) fir den gesamten Datensatz zeigte jedoch mit

Rho = 0,73 (p < 0,001/***) eine insgesamt hohe Korrelation zwischen Gesamtbiovolumina und Chlorophyll

a-Konzentrationen.
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3.2.2.2 Die gruppenspezifische Zusammensetzung des Phytoplanktons im Vergleich zwischen Mikroskopie

und Sondenmessung

Abbildung 32 zeigt die Ergeb-
nisse der mikroskopischen und
der fluorometrischen Analyse
der Phytoplanktonzusammen-
setzung fiir jede Probenahme-
stelle und —tiefe. Die Relationen
zwischen den Phytoplankton-
gruppen stellen sich nach den
beiden Methoden unterschied-
lich dar: GemdR mikrosko-
pischer Analyse sind Diatomeen
vor allem in der Vorsperre
Forchheim und der in FlieR-
richtung folgenden Probe-
nahmestelle H die bedeut-
samste Gruppe, gefolgt von
Cyanobakterien und Crypto-
phyta, wahrend Griinalgen eine
deutlich untergeordnete Rolle
spielen. Legt man die Sonden-
messungen zugrunde, erreichen
Grinalgen an den Probenahme-
stellen F und H jedoch &hnlich
hohe Chlorophyllkonzentratio-
nen wie Diatomeen. An der
Entnahmestelle zeigten die
Sondenmessungen in Uberein-
stimmung mit der Mikroskopie
sehr geringe Konzentrationen

an Grinalgen.
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Cyanobakterien werden im Vergleich zur Mikroskopie durch die Sondenmessungen deutlich unterschatzt,
vor allem an den Probenahmestellen der Hauptsperre. Stattdessen werden fiir Cryptophyta in der
Hauptsperre héhere Konzentrationen durch die Sondenmessungen erfasst als durch die Mikroskopie. Die
Verwendung der Umrechnungsfaktoren in Zellzahlen nach bbe Moldenke GmbH (Abbildung 32C) fiihrt vor
allem zu einer deutlichen Verringerung des Anteils der Cryptophyta.

Da die absoluten Werte der beiden Verfahren nur schwer miteinander verglichen werden kénnen, wurde
das Verhaltnis zwischen Chlorophyll a-Konzentration (Sondenmessung) und Biovolumen (Mikroskopie) je
Probe berechnet. Auffdllige Verdanderungen dieses Verhaltnisses zeigen, dass die Detektion der
Phytoplankter mit den beiden Methoden zwischen den Proben variiert, was z.B. mit einer Verdnderung
der Artenzusammensetzung oder des physiologischen Zustands der Zellen in Zusammenhang stehen kann.

Abbildung 33 zeigt die Verhaltnisse aus Chlorophyll a und Biovolumen je Probe.
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Abbildung 33: Verhéltnisse aus Clorophyll a-Konzentration und Chlorophyll a/ Biovolumen
Biovolumen im Vergleich nach Probenahmestellen (A) und —zeitpunkt ~ —— Mittelwert je Probenahmestelle
(B); vertikal: Einzelwerte je Probe, horizontal: Mittelwerte je bzw.-monat

Probenahmestelle bzw. Monat, Werte in Klammern entsprechen den
Mittelwerten ohne den Extremwert fiir F 2m Mai

Es gibt deutliche Unterschiede zwischen den Proben, was darauf hindeutet, dass bei einigen Proben
groRere Diskrepanzen zwischen den beiden Methoden auftreten als bei anderen. Auffillig ist z.B. ein

extrem hoher Wert fir F2 m im Mai (vgl. Kapitel 3.2.2.2). Um eventuelle Trends zu erkennen, wurden
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Mittelwerte fir Probenahmestellen bzw. —Monate gebildet. Auch wenn man den Extremwert fir F2 m
Mai auBer acht lasst, zeigt sich im Vergleich der Probenahmestellen eine Abnahme des Verhaltnisses Chl
a/BV in FlieRrichtung fur die Proben aus 2 m Wassertiefe. In den Proben aus 4 und 20 m Tiefe an der
Entnahmestelle ist das Verhaltnis wieder hoher. Im jahrezeitlichen Vergleich ist das Verhéltnis Chl a/BV im
Mai deutlich héher als in den anderen Monaten.

Betrachtet man die Verhiltnisse Chla/BV fir die einzelnen spektralen Gruppen (s. Tabelle 18), liegen die
Werte im Mittel fir Cyanobakterien deutlich am niedrigsten. Vor allem fiir Griinalgen, aber auch fir
Cryptophyta treten sehr hohe Extremwerte auf, in denen das durch die Sondenmessung erfasste Signal fir
die Gruppe deutlich iber den entsprechenden Biovolumina liegt. Die hoheren Mittelwerte fiir die
Vorsperre Forchheim bzw. flir die Proben aller Untersuchungsstellen im Mai sind vor allem durch sehr
hohe Chla/BV fiir die Gruppe der Grinalgen bedingt (Werte > 50 fir F, HS 2 m, E 4 m Mai). Fiir Diatomeen
treten solche starken Extremwerte nicht auf, was fiir eine stetigere Detektion dieser Gruppe im Vergleich
zur Mikroskopie spricht. Der Mittelwert fur Chla/BV liegt nahe am Mittelwert fir das Gesamtchlorophyll
a, was auch in dem hohen Anteil der Gruppe am Phytoplankton insgesamt begriindet ist.

Tabelle 18: Mittel- und Extremwerte des Verhaltnisses von Chlorophyll a-Konzentration zu Biovolumen fir die
spektralen Gruppen, unterschieden nach Probenahmestellen bzw. -monaten

Gesamt-Chla/ Chla/BV Chla/BV Chla/BV Chla/BV
Gesamt-BV Diatomeen  Grinalgen  Cryptophyta Cyanobakterien
Mittelwert 2,9 2,8 23,5 13,2 0,5
Maximum 12,1 9,3 468,3 155,0 3,4
Minimum 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0
F2m 5,0 5,3 85,0 1,5 0,8
H2m 3,0 4,0 25,9 2,5 0,3
S2m 2,3 2,6 13,4 4,3 0,1
E2m 1,8 1,7 6,6 8,8 0,2
E4m 2,4 2,3 9,2 20,8 0,4
E20m 2,5 1,0 0,8 57,2 0,8
April 3,2 4,2 16,2 27,6 0,1
Mai 5,5 4,9 112,4 8,6 0,4
Juni | 2,4 1,6 26,1 18,6 0,0
Juni Il 1,6 1,9 28,2 3,6 0,0
Juli 1,9 2,0 11,1 7,9 0,4
August 2,7 3,0 3,0 11,8 0,5
September 2,7 1,8 8,2 6,2 1,3
Oktober 2,4 2,9 2,4 34,7 1,1
November 3,1 2,9 3,9 10,1 0,1

Die starksten Diskrepanzen im Sinne einer Uberschitzung einer spektralen Gruppe relativ zur Mikroskopie

treten demnach fiir Griinalgen und Cryptophyta auf, die vergleichsweise niedrigen mittleren Chla/BV -
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Werte fir Cyanobakterien legen dagegen eine systematische Unterschatzung der Gruppe durch die

Sondenmessung nahe.

Weitere Unterschiede zwischen den Methoden fallen bei einem Vergleich der relativen Anteile der
einzelnen Phytoplanktongruppen am Gesamtbiovolumen bzw. Gesamtchlorophyll a (Abbildung 34) auf.
Im Mittel aller Proben wird eine deutliche Diskrepanz hinsichtlich der Gruppen Cryptophyta und
Cyanobakterien offensichtlich: Wahrend die Cryptophyta im Mittel aller Proben nur einen Anteil von 15,7%
am Gesamtbiovolumen haben, liegt ihr Anteil am Gesamtchlorophyll bei 41%. Cyanobakterien dagegen
stellen nach den Ergebnissen der mikroskopischen Quantifizierung etwa ein Drittel des
Gesamtbiovolumens, wahrend ihr Anteil am Gesamt-Chlorophyll-a nach den Sondenmessungen nur bei
ca. 5 % liegt. Nach Umrechnung der fluorometrisch ermittelten Chlorophyllkonzentrationen in Zellzahlen
unter Verwendung der Korrekturfaktoren von bbe Moldaenke GmbH nahern sich die relativen Anteile der
Cyanobakterien und Cryptophyta denen der mikroskopischen Analyse deutlich an. Der im Vergleich zur
Mikroskopie (iberhohte Anteil der Griinalgen wird durch die Verwenung der Korrekturfakoren bei der

Umrechnung in Zellzahlen jedoch nicht verringert.

Biovolumen (Mikroskopie) 44 15 Abbildung 34: Relative
Chlorophyll a (FluoroProbe) 36 a1 [l  Anteileder Phyto-
Zellzahlen (FluoroProbe) 52 20 HEA pIanktongruppen am
Gesamtbiovolumen
0 20 40 60 80 100 bzw. Gesamt-
chlorophyll a

O Diatomeen M Grinalgen OCryptophyta M Cyanobakterien

Wie dieser Vergleich zeigt, unterscheiden sich die Ergebnisse der beiden Quantifizierungsverfahren fir
einige Phytoplanktongruppen deutlich in den Mittelwerten aller Proben bzw. Proben einer
Untersuchungsstelle. Fiir die Anwendung im Monitoring ist von wesentlicher Bedeutung, wie zuverlassig
sich die saisonale Entwicklung der einzenen Phytoplanktongruppen mit der Sondenmessung im Vergleich
zu einer aufwandigeren mikroskopischen Analyse verfolgen ldsst. Der jahreszeitliche Verlauf der

Phytoplanktonzusammensetzung im Vergleich der beiden Methoden ist in Abbildung 35 dargestellt.
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Abbildung 35: Zusammensetzung des Phytoplanktons im Jahresverlauf 2014 nach mikroskopischer
Analyse (A) und fluorometrischer Messung (B und C)

ErwartungsgemaR zeigen die mikroskopischen Analysen die Dominanz von Diatomeen (Chrysophyceen,
Haptophyceen und Dinophyceen) in den Friihjahrsmonaten bis Anfang Juni. Auch nach den Ergebnissen
der FluoroProbe-Messungen hat diese spektrale Gruppe in den gleichen Monaten hohe Anteile am
Gesamtchlorophyll. Im deutlichen Unterschied zu den Ergebnissen der Mikroskopie erreichen Griinalgen
jedoch nach den Sondenmessungen ebenso hohe oder sogar héhere Anteile als die Diatomeen. Die
Ableitung von Zellzahlen aus den Chlrophyllkonzentrationen unter Verwendung der Umrechnungfaktoren

hat darauf fast keinen Einfluss. Im weiteren Jahresverlauf zeigen die mikroskopischen Untersuchungen
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einen steigenden Anteil von Cyanobakterien am Gesamtbiovolumen. Aus den FluoroProbe-Messungen
geht jedoch kein nennenswerter Anstieg des Anteils dieser Gruppe an der Chlorophyll a-Konzentration
hervor. In einigen Proben der Sommermonate, insbesondere im August, werden jedoch héhere Anteile
Cryptophyceen durch die Sonde detektiert, die nicht in vergleichbarem Male durch die mikroskopischen
Analysen bestdtigt wurden. Die Umrechnung der Chlorophyllkonzentration in Zellzahlen unter
Bericksichtigung der Korrekturfaktoren steigert die Abundanz der Cyanobakterien leicht, wahrend die

Bedeutung der Cryptophyta deutlich nach unten korrigiert wird.

Der hdchste  Korrelationskoeffizient  zwischen Tabelle 19: Ergebnisse der Rangkorrelation nach
Spearman fir gruppenspezifische und Gesamt-

Biovolumina und gruppenspezifischen biovolumina und Chlorophyll a- Konzentrationen
Chlorophyll a - Konzentrationen wurde fiir die Gruppe Rho
der Diatomeen festgestellt, die anteilig auch einen  Gesamtchlorophyll und 0.73 ***
Gesamtbiovolumen
hohen Anteil an den Gesamtbiovolumina und Gesamt-  Gruppe Diatomeen 0.84 ***
Chlorophyll a - Konzentrationen hat. Fiir die anderen  Gruppe Grinalgen 0.46***
. . . .- Cyanobakterien 0.56***
spektralen Gruppen sind die Korrelationskoeffizienten Y
Cryptophyta 0.41%**

mit 0,41 bis 0,56 deutlich geringer (s. Tabelle 20). n
p<0,001

3.2.2.1 Diatomeen, Chrysophyceen, Haptophyceen, Dinophyceen

Nach den Ergebnissen der mikroskopischen Analysen dominierte in der spektralen Gruppe der Diatomeen
im April Melosira italica in der Hauptsperre, in der Vorsperre hatte Asterionella formosa hohere Anteile.
Im Mai kam Chrysochromulina parva zum Artenspektrum hinzu, wahrend Anfang Juni in der Hauptsperre
die zuvor dominante Melosira italica durch kleine centrische Diatmeen (Cyclotella radiosa, Stephanodiscus
alpinus) sowie die Goldalge Dinobryon divergens abgelost wurde. In der Vorsperre hingegen dominierte zu
diesem Zeitpunkt Melosira italica. Ab Ende Juni ging das Biovolumen der Diatomeen in der Hauptsperre
insgesamt deutlich zurlick, vorherrschende Arten waren u.a. Fragilaria crotonensis (August), verschiedene
Chrysophyceen (Chrysochromulina und Ochromonas) und Melosira italica. In der Vorsperre erreichten
Diatomeen Ende Juni und im Juli die hochsten Biovolumina der Saison, mit dhnlich hohen Werten wie
Anfang Juni in der Hauptsperre. Daran hatte vor allem Synedra, im Juli auch Chrysamoeba hohe Anteile

(Abbildung 36).
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Abbildung 36: Artenzusammensetzung [ Arten < 1% BV Synedra acus var. radians (120um)
fir die spektrale Gruppe der Diatomeen B Peridinium cinctum/willei % Melosira italica
mit entsprechenden Biovolumina, B ceratium hirundinella Zentrische Diatomeen > 15um
Chlorophyll a-Konzentrationen dieser Chrysophyceae i Zentrische Diatomeen 5-15um
Gruppe und Verhéltnisse aus Chl a/BV Dinobryon divergens B Fragilaria crotonensis
& Chrysochromulina parvae [ Diatoma elongatum
Chrysamoeba sp. & Asterionella formosa

® Synedra acus (200um) O Diatomeen Chlorophyll a

Der deutliche Anstieg des Biovolumens dieser Gruppe von Mai zu Anfang Juni geht nicht in gleichem MaRe
aus den Chlorophyll a-Konzentrationen der Sondenmessung fiir diese Gruppe hervor, was sich auch in den
Verhiltnissen von Chl a/BV zeigt, die Anfang Juni deutlich niedriger sind als im Mai. Fiir Proben aus der
Vorsperre Forchheim treten haufig hohere Werte fir das Verhiltnis Chl a/BV auf als an den anderen
Untersuchungspunkten, fiir August bis Oktober nimmt das Verhéltnis generell in FlieRrichtung ab. Nur in
den beiden Proben der Vorsperre mit den hdchsten Diatomeen-Biovolumina (30.6. und 28.7.) treten
niedrigere Chl a/BV -Verhiltnisse auf. Diese beiden Proben weisen deutlich abweichend von allen anderen
Proben hohe Anteile von Synedra, im Juni auch Chrysamoeba auf. Bezogen auf den gesamten Datensatz
liegt das berechnete Verhiltnis fiir die spektrale Gruppe der Diatomeen immer unter 10 (0 bis 9,34) und
innerhalb der betrachteten spektralen Gruppen wurde fiir diese Gruppe der hochsten
Korrelationskoeffizient nach Spearman (rho=0,84***) zwischen Biovolumina und Chlorophyll a-

Konzentrationen ermittelt.
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3.2.2.2 Grunalgen
Die Detektion von Griinalgen durch die FP-Sonde in Relation zur Mikroskopie zeigte im Jahresverlauf grolSe
Unterschiede. Fir diese Gruppe traten die hochsten Werte fiir das Verhiltnis Chl a /BV im gesamten

Datensatz auf (F 2m Mai, Juni Il) (Abbildung 37).
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Abbildtmg 37: Ar'Fenzusammensetzung [ Arten < 1% BV B pandernamoriim
d?r Grune?lgen mit entsprechenden [ Griinalgen > 5um M Monoraphidium contortum
Biovolumina, Chlorophyll a- ) ]
Konzentrationen und Verhiltnisse aus Staurastrum cingulum B8 Coenochloris polycocca
Chl a/BV Cosmarium depressum Chlorella sp.
Tetraedron minimum B Chlamydomonas spp. < 20 um
W Scenedesmus sp. B Chlamydomonas spp. 10 - 20 um

Pseudosphaerocystis lacustris Chlamydomonas spp. 5 - 10 pm
Pediastrum duplex Chlamydomonas spp. <5 pm
0O Griinalgen Chlorophyll a

Im Mai und Anfang Juni wurden fir alle Probenahmestellen deutlich hohere Chl a/BV-Verhiltnisse
ermittelt als in den Folgemonaten.Nur fiir die Stellen F und H wurden noch héhere Werte erreicht. In den
Proben, fiir die mikroskopisch die hochsten Griinalgen-Biovolumina bestimmt wurden (F 2 m Juli, August,
September), wurden auch hohere Sondensignale detektiert, die jedoch auf einem vergleichbaren Niveau
mit Proben mit wesentlich geringere Griinalgen-Biovolumina (F 2 m Mai, Ende Juni) liegen. Die extremen
Unterschiede der Verhaltnisse Chlorophyll a zu Biovolumen zeigen dieses Missverhaltnis in der Detektion

der Gruppe durch die beiden Methoden deutlich.

73



3 Ergebnisse

Hinsichtlich des Artenspektrums zeigte die mikroskopische Analyse fiir die Gberwiegende Mehrheit der
Proben eine Dominanz von Chlamydomonas sp. (GroBenklasse 5-10um), nur im Juni und August stellen
andere Arten (Coenochloris polycocca, Scenedesmus spp., Staurastrum cingulum) in der Vorsperre
Forchheim etwa ein Drittel des Biovolumens. Das Artenspektrum liefert daher keine Erklarung fir die

deutlich unterschiedliche Detektion der Gruppe durch die FP-Sonde im Verhaltnis zur Mikroskopie.

3.2.2.3 Cryptophyta
Ahnlich wie bei den Griinalgen traten fiir die Detektion der Cryptophyta starke Unterschiede zwischen

Sondenmessung und Mikroskopie im Jahresverlauf auf (Abbildung 38).
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Abbildung 38: Artenzusammensetzung der Cryptophyta [ Rhodomonas sp. < 5um
mit entsprechenden Biovolumina, Chlorophyll a-
Konzentrationen und Verhéltnisse aus Chl a/BV

Rhodomonas pulsilla

[ Cryptomonas marssonii
B Cryptomonas erosa

O Cryptophyta Chlorophyll a

Die hochsten Werte fiir das Verhaltnis Chlorophyll a zu Biovolumen traten fiir diese Gruppe in 20 m Tiefe
an der Entnahmestelle auf. September bis November stehen fiir diese Probe niedrige Chlorophyllwerte
extrem niedrigen Biovolumina gegentber, in diesem Wertebereich kénnen auch Messfehler bereits einen
groRRen Einfluss auf das ermittelte Verhaltnis haben und sollen daher nicht weiter betrachtet werden. Vor
allem Anfang Juni ist jedoch das Missverhaltnis zur Mikroskpie sehr deutlich, die Probe mit dem niedrigsten
Cryptophyta-Biovolumen wies zugleich das hochste Sondensignal fiir die Gruppe auf. Betrachtet man den

Datensatz liber die gesamte Saison, so stimmten in keinem Monat Verhaltnissse der Probenahmestellen
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untereinander zwischen Mikroskopie und Sondenmessung liberein. Insgesamt wurden vor allem ab Ende
Juni regelmalig hohere Sondensignale fiir Crptophyta detektiert, wahrend Anfang des Jahres neben
vereinzelten héheren Werten haufig keine Signale fir die Gruppe erfasst wurden. Da das Biovolumen in
fast allen Proben zu Uber zwei Drittel deutlich durch Cryptomonas erosa dominiert wird, liefert auch fiir
diese Gruppe die Artenzusammensetzung keine Erklarung fiir die Unstimmigkeiten zwischen den beiden

Methoden.

3.2.2.4 Cyanobakterien

Zu Jahresbeginn (April, Mai) dominierte unter den Cyanobakterien Tychonema sp.. Das autotrophe
Picoplankton (Einzelzellen < 2 um Durchmesser) dominierte die Cyanobakterien-Biovolumina im Mai und
Anfang Juni, Synechococcus capitatus trat in der Vorsperre im Juli und August auf. Microcystis flos-aquae
hatte groRRen Anteil an den hohen Cyanobakterien-Biovolumina Ende Juni (S2 m) und Juli(H2 m, E2 m,
4 m). In den gleichen Monaten erreichten auch Cyanodictyon planctonicum und Chroococcus limneticus
hohere Biovolumina. Im Herbst trat Woronichinia naegeliana zum Artenspektrum hinzu und dominierte
im Oktober in den Proben der Hauptsperre. Akineten von Anabaena sp. traten vorwiegend im August in

den Proben der Hauptsperre auf (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Artenzusammensetzung [JPE-APP B3 Chroococcus limneticus
der Cyanobakterien mit W PC-APP Aphanothece bachmannii, A.
entsprechenden Biovolumina,

Chlorophyll a-Konzentrationen und ]
Verhiltnisse aus Chl a/BV [ Synechococcus capitatus Ll [

&8 Woronichinia sp. minutissima

nababaena sp. Akineten

N Pseudanabaena limnetica
Tychonema sp. Anabaena sp. (A. flos-aquae,
Oscillatoria limosa A. vigueri, A. spiroides)

B3 Microcystis flos-aguae B Kokkale Einzelzellen>2um

B Gomphosphaeria lacustris  © Cyanobakterien Chlorophylla

Cyanodictyon planctonicum
Generell wurden fir Cyanobakterien durch die FP-Sonde sehr geringe Chlorophyll a-Konzentrationen
ermittelt, dies galt auch fir die vollstandigen Tiefenprofile der verschiedenen Untersuchungsstellen.
Aufgrund der niedrigen Chlorophyll-Konzentrationen lagen die Verhéltnisse aus Chlorophyll a zu
Biovolumen fiir Cyanobakterien fast immer unter eins und erreichten maximal 3,6. Nur fir neun von 54
Proben wurden Verhaltnisse (iber eins ermittelt, die meisten davon stammen aus September und Oktober.
Bis Ende Juni wurden fast keine Signale fiir Cyanobakterien durch die FP-Sonde detektiert.
Cyanobakterielle Biovolumina waren in dieser Zeit ebenfalls meist sehr niedrig, die mikroksopische
Analyse zeigte jedoch fir einzelne Proben auch héhere Cyanobakterien-Biovolumina (F 2m Juni I, S2m Juni
1), die sich nicht in den Sondenmessungen widerspiegelten. Auch im Juli traten deutliche Diskrepanzen

zwischen Mikroskopie und Sondenmessung z.B. flir die Untersuchungsstellen F und E auf: Fir die Probe
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aus der Vorsperre Forchheim registrierte die FP-Sonde die hochste Chlorophyllkonzentration fir
Cyanobakterien im gesamten Jahr, wahrend die mikoskopische Auswertung nur ein geringes
Cyanobakterien-Biovolumen ergab. Die Cyanobakterien-Population dieser Probe bestand vorwiegend aus
PC-haltigen Picoplanktern sowie Synechococcus capitatus. Im Unterschied dazu wurden in 2 und 4 m
Wassertiefe an der Entnahmestelle mikroskopisch sehr hohe Cyanobakterien-Biovolumina bestimmt,
woran Microcystis flos-aquae (PC-haltig) den Hauptanteil hatte. Die Sondensignale zeigten dagegen fast
kein Signal fiir Cyanobakterien an. Ahnliche Verhiltnisse traten auch im Vormonat an der
Probenahmestelle S auf. Flr August und September zeigten die Sondenmessungen jeweils die héchsten
Cyanobakterien-Abundanzen fiir die Vorsperre Forchheim und die in FlieBrichtung folgende
Untersuchungsstelle H an. Die Verhéltnisse der Cyanobakterien-Biovolumina an den Probenahmestellen

untereinander stellten sich jedoch vor allem im September anders dar.

Zusammenfassend gab es bei der Quantifizierung der Cyanobakterien zwischen Mikroskopie und
Sondenmessung sehr starke Diskrepanzen mit unterschiedlichen Ergebnissen fiir die saisonalen Verlaufe
und Verhéltnisse der Probenahmestellen untereinander sowie Proben, in denen trotz hoher

Cyanobakterien-Biovolumina kein Sondensignal flir diese Gruppe erfasst wurde.
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3.3  Quantifizierung und  Differenzierung des autotrophen Picoplanktons anhand

Fluoreszenzmikroskopie und Durchflusszytometrie

3.3.1 Mikroskopische Analyse der saisonalen Entwicklung des autotrophen Picoplanktons

Im Vergleich der Untersuchungsstellen werden im Metalimnion der Entnahmestelle, in 2 m Wassertiefe
der Stellen H und S sowie in 4 m Wassertiefe an der Stelle S die héchsten Zellzahlen des APP erreicht
(Abbildung 40, Tabelle 20). An der Entnahmestelle liegen die Zellzahlen fiir 2, 4 und 6 m Wassertiefe in
einem &dhnlichen Bereich, im Tiefenbereich des Metalimnions (12.5. und 3.6. 4,5 m; 30.6. 6,5 m; 28.7.
8,5m; 26.8. 11,5 m; 22.9. 12,5m; 20.10.17,5 m) jedoch deutlich héher. Da diese Schicht nur wahrend der
Sommermonate besteht und beprobt werden kann, gehen die meist niedrigen Zellzahlen von Friihjahr und
Spatherbst nicht mit in den Mittelwert ein. Betrachtet man nur Monate, in denen eine entsprechende
Probe flr das Metalimnion genommen wurde, liegen die Mittelwerte fir diesen Tiefenbereich aber

dennoch hoéher als fur 2, 4 und 20m und in einem &hnlichen Bereich wie flir 6 m Wassertiefe.

w| o APP PE-AAPP o Sl oo PC-APP
(o]
31 ; 2
= o % ° g -] g
o m' - .
g o9 5] ' 3 @
:" = : 7o)
w - H E’ o
E - -] ?_ o L= E g_ 1:' o
=] - =] © o i |
2 8l >T o o o o | > ©
N Y ! o i 5 = H o o I I
T T 2 ! B w0 Tu b o | ¢ :
Sl it et T ﬁ F4 i Lol | . 7
+- S . @ ! i L o et Q. g s
o | o4 Lo =2 : ! i Lo T s :
HHleRRaY 0. 0G| - ngg%a%*
%-_ EE Qa. [ S m ; %_ é A -&E E L; ‘-:}-:— QQ Eﬁmmi
- L, I . S S I B = R R ) o e e e T | S T 1T 1T 1T 1T 1T 1 1 _II T
FARS ETHSE Es E FHSEFHSEE=E FHSEFHSEE= E
] (] =]
('] o (]
2m 4m E 2m 4m E 2m 4m E
Probenahmestelle und -tiefe Probenahmestelle und -tiefe Probenahmestelle und -tiefe

Abbildung 40: Zellzahlen von APP, PE-haltigen und PC-haltigen Picoplanktern an den Untersuchungsstellen- und
tiefen 2013 bis September 2015; ML = Metalimnion

Tabelle 20: Mittel- und Extremwerte der Zellzahlen von APP, PE-haltigen und PC-haltigen Picoplanktern an den

Untersuchungsstellen- und tiefen 2013 bis September 2015
F2m F4m H2m H4m S2m S4m E2m E4m E6m Emeta E20m
Mittel | 1,13E+05 | 6,67E+04 | 1,43E+05 | 9,50E+04 | 1,41E+05 | 1,35E+05 | 1,07E+05 | 1,08E+05 | 1,30E+05 | 2,41E+05 | 2,49E+04

APP/ml
Min | 9,82E+02 | 7,36E+02 | 2,95E+03 [ 1,72E+03 | 3,68E+03 | 2,21E+03 | 9,82E+02 | 2,45E+03 | 9,82E+02 | 3,24E+04 | 7,36E+02
Mittel | 1,03E+05 | 5,95E+04 | 6,47E+04 | 4,60E+04 | 4,15E+04 | 3,92E+04 | 1,87E+04 | 1,62E+04 | 1,95E+04 | 2,41E+04 | 3,02E+03

PC/ml
Min 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 2,45E+02 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00
Mittel | 1,02E+04 | 7,21E+03 | 7,80E+04 | 4,89E+04 | 9,99E+04 | 9,55E+04 | 8,43E+04 | 9,17E+04 | 1,10E+05 | 2,43E+05 | 2,19E+04

PHmlm
Min 0,00E+00 | 0,00E+00 | 2,45E+03 | 7,36E+02 | 1,96E+03 | 7,36E+02 | 4,91E+02 | 1,47E+03 | 9,82E+02 | 3,14E+04 | 2,45E+02




3 Ergebnisse

Hinsichtlich der vorherrschenden Pigmentausstattung wurden PE-haltige und PC-haltige Picoplankter
differenziert. Diese beiden Gruppen unterscheiden sich deutlich in ihrer Abundanz an den
Untersuchungsstellen (Abbildung 40). PC-haltige Picoplankter dominieren in der Vorsperre, in
FlieBrichtung nimmt ihr Anteil kontinuierlich ab. Die PE-haltigen Picoplankter hingegen treten seltenin der
Vorsperre auf, erreichen im Metalimnion der Entnahmestelle sowie an den Stellen H und S die hochsten
Zellzahlen. Ihr Anteil am Gesamt-APP nimmt in FlieBrichtung kontinuierlich zu und betrdagt an der

Entnahmestelle fast 100%.

Die saisonale Entwicklung des APP erreichte ihr Maximum in allen drei Untersuchungsjahren in den
Monaten Juni bis August (Abbildung 41, Abbildung 42). Die hochsten APP-Zellzahlen insgesamt wurden im
Juni 2013 in 2 m Wassertiefe an der Stelle H sowie in 2 m und 4 m Wassertiefe an der Stelle S erreicht. Die
entsprechende Probenahme fand 23 Tage nach Beginn starker Regenfalle (2. / 3.Juni 2013) statt. Die damit
verbundene verstadrkte Erosion spiegelte sich in erhéhten Tribungswerten, geringeren Sichttiefen und
dem Eintrag von Nahrstoffen wider (vgl. Kap. 3.1). In Hinblick auf die APP-Zellzahlen zeigen sich die
Auswirkungen dieses Starkregenereignisses jedoch nur an den Stellen H und S, nicht aber in der Vorsperre
oder der Entnahmestelle. Fiir die Entnahmestelle liegen entsprechende Daten zu Triibung, Sichttiefe, TP,
SRP fiir den Zeitraum zwischen den starken Regenfillen und der Probenahme vor (Dr. L. Paul, Okologische
Station Neunzehnhain, TU Dresden). Die abspilungsbedingte Triibung schichtete sich im Wasserkorper
etwa in 5 bis 15 m Tiefe ein und wurde dort als TP- und SRP-Maximum deutlich. Dieser Effekt war jedoch
nach etwa zwei Wochen weitgehend abgebaut und zum Zeitpunkt der hier untersuchten Probenahme war
an der Entnahmestelle kaum noch ein Einfluss der Nahrstoffeintrage nachweisbar. Die entsprechenden
APP-Zellzahlen an der Entnahmestelle liegen sogar auf niedrigerem Niveau als im Vormonat. An den
Stellen H und S deuten die deutlich Gberdurchschnittlichen Zellzahlen jedoch darauf hin, dass noch ein
verstarkter Nahrstoffeintrag wirksam war. Abgesehen von dem Maximum im Juni wurden 2013 verglichen
mit den anderen beiden Jahren geringere Zellzahlen erreicht. Auch zeigen die APP-Zellzahlen 2013 an der
Entnahmestelle kein ausgepragtes Sommermaximum, stattdessen wurden im Mai und im Juli die hdchsten
Zellzahlen dieses Jahres erreicht. Der saisonale Verlauf der Zellzahlen zeigte 2014 und 2015 gleichmaRigere
Anstiege bzw. Rickgdange um das Sommermaximum an. In der Vorsperre wurde dieser Verlauf 2014 von
einem lokalen Maximum im Juni unterbrochen. Im Vorfeld der Probenahme (14 Tage) wurden keine
starken Regenfalle registriert [141], auch an den anderen Untersuchungsstellen wurde keine vergleichbare
Steigerung der Abundanz verzeichnet. Daher kommen vermutlich lokale Ursachen fir den

Nahrstoffeintrag, wie z.B. Bauarbeiten im Zulaufbereich in Frage.
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Abbildung 41: Saisonale Entwicklung des autotrophen Picoplanktons [Zellen / ml] an den vier Untersuchungsstellen
in 2 m (A) und 4 m (B) Wassertiefe

In der Vorsperre Forchheim sowie an der Stelle H werden im Mittel héhere Zellzahlen in 2 m Wassertiefe
als in 4 m Wassertiefe erreicht. In FlieBrichtung gleichen sich die Werte zwischen diesen beiden

Wassertiefen an und sind an der Untersuchungsstelle S sowie an der Entnahmestelle annahernd gleich.
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Abbildung 42: Saisonale Entwicklung des autotrophen Picoplanktons [Zellen / ml] an der Entnahmestellein 2, 4, 6
und 20 m Wassertiefe sowie im Metalimnion
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Hinsichtlich der Anteile PE- und PC-haltiger Picoplankter dominierte in der Vorsperre Forchheim ganzjahrig
das PC-APP, die Unterschiede zwischen beiden Gruppen fallen besonders wahrend der Sommermonate

deutlich aus (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Zellzahlen des autotrophen Picoplanktons unterschieden in PE-haltige und PC-haltige Zellen fiir 2
und 4 m Wassertiefe der Untersuchungsstellen F, Hund S

An der in FlieRrichtung folgenden Untersuchungsstelle H erreichten beide Gruppen wechselnd die
hochsten Zellzahlen. 2013 wurde der Spitzenwert im Juni mehrheitlich durch PC-APP gebildet, wobei das
PE-APP ebenfalls sehr hohe Werte erreichte. Ein zweites Maximum 2013 wurde im September durch PE-
APP gebildet. 2014 dominierten im Juni die PE-haltigen Zellen, im August wiederum das PC-APP. Nur im
Jahr 2015 lagen die Zellzahlen des PE-APP an der Stelle H in allen Monaten Uber denen des PC-APP, wobei

die Unterschiede der Zellzahlen weniger deutlich ausfallen als an den weiter in FlieRrichtung folgenden
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Untersuchungsstellen: An der Stelle S dominiert das PE-APP wesentlich deutlicher und nur in zwei
Monaten (Juni und Juli 2013) wurden mehr PC-haltige als PE-haltige Zellen festgestellt. Bei den
mehrheitlich durch PC-APP gebildeten Spitzenwerten im Juni und Juli 2013 an den Stellen H und S ist ein
Zusammenhang zu erhohter Triibung durch die starken Niederschldage Anfang Juni 2013 denkbar. An der
Entnahmestelle liegen die Zellzahlen der PE-haltigen Picoplankter bis auf eine Ausnahme stets liber denen
der PC-haltigen Zellen (Abbildung 44). Nur im Juli 2013 erreichte das PC-APP an der Entnahmestelle in 2,
4 und 6 m Wassertiefe hohere Werte als das PE-APP. Hier ist ein Zusammenhang zum Vormonat an den
Stellen H und S denkbar, die dort im Juni erreichten hohen Zellzahlen des PC-APP kdnnten sich in

FlieRrichtung zur Entnahmestelle hin verlagert haben.
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Abbildung 44: Zellzahlen des APP unterschieden in PE-haltige und PC-haltige Zellen an der Entnahmestelle in 2, 4
und 20m (A) Wassertiefe bzw. in 6 m Wassertiefe und im Metalimnion (B)
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3.3.2 Quantifizierung und Differenzierung des APP mittels Durchflusszytometrie

Parallel zur mikroskopischen Auswertung wurden die Zellzahlen des APP 2014 und 2015 mit Hilfe der
Durchflusszytometrie erfasst. Je 50 ul der unfixierten, unverdiinnten Proben wurden mit einer Flussrate
von 35 ul / min in einem Probenstrom von 16 um Durchmesser gemessen und dabei Signale mit einem
Wert von unter 10.000 im forward scatter von der Detektion ausgeschlossen. Von den verbleibenden
Signalen wurden phototrophe Zellen anhand ihres Chlorophyligehaltes im Plot im Plot FL3-H/FSC-H
separiert und diese Population im Plot count/width auf Partikel einer dem APP entsprechenden GroRe
eingegrenzt. Die Unterscheidung der picoplanktischen Zellen nach ihren vorherschenden akzessorischen
Photopigmenten PE oder PC erfolgt im Plot FL3-H (Chlorophyll) / FL4-H (Phycocyanin). Die Verwendung
des Fluoreszenzkanals FL2-H (Phycoerythrin) in Kombination mit einem der anderen beiden erwies sich als
nicht geeignet. Wie in der mikroskopischen Auswertung, zeigt der Vergleich der Probenahmestellen eine
Verschiebung der Anteile von PE- und PC-APP mit einer zunehmenden Dominanz PE-haltiger Zellen in

FlieRrichtung (Abbildung 45).
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Abbildung 45 Plots fiir Proben von Juli 2015 aus 2m Wassertiefe der vier Probenahmestellen in FlieRrichtung; Reihe
A: Auftragung von Signalanzahl gegen SignalgréRe zur Abgrenzung picoplanktischer Zellen; Reihe B: Auftragung der
Chlorophyll-Fluoreszenz (FL3-H) gegen die Phycocyanin-Fluoreszenz (FL4-H) zur Unterscheidung PC-haltiger und PE-
haltiger picoplanktischer Zellen; rot: Signale mit hohem PC-Gehalt; orange: Signale mit niedrigem PC-Gehalt

Fur die Proben aus dem Jahr 2015 konnten sowohl die Gesamtzellzahl des APP als auch die Zellzahlen PE-

und PC-haltiger Zellen in hoher Ubereinstimmung zu den mikroskopisch ermittelten Werten quantifiziert
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werden. Fir die Proben des Jahres 2014 fiel hingegen die Korrelation zwischen den beiden Verfahren fir
die PE-haltigen Zellen geringer aus. Entsprechend lag auch die Korrelation fiir die APP-Gesamtzellzahl
niedriger, wahrend die PC-haltigen Zellen dhnlich gut wie 2015 quantifiziert werden konnten (Abbildung

46, Abbildung 47, Abbildung 48).

Tabelle 21: Korrelationskoeffizienten der Zellzahlen (Mikroskopie)
und Eventzahlen (Durchflusszytometrie) fiir das APP

| pc/ml PE/ml  APP/ml
2014 (n=100) 0,87 0,87 0,83
2015 (n=70) 0,84 0,59 0,64

Fir diese Auswertung der durchflusszytometrischen Messungen wurden die gates zunachst fiir alle Proben
beibehalten um die Ubertragbarkeit der Einstellung auf eine Vielzahl von Proben zu (iberpriifen. Fiir die
Anwendung der Methode empfiehlt sich jedoch eine Uberpriifung und gegebenenfalls Anpassung der

gates fiir jede Probe.
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Abbildung 46: Mikroskopisch und durchflusszytometrisch ermittelte Zellzahlen fir das APP
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2014 und 2015 (H4 05/2014: wg. Dateifehler keine Werte fiir Durchflusszytometrie)
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3.3.3 Einfluss von Umweltfaktoren auf die Abundanz des APP

Um die Einflisse von Umweltfaktoren auf die Abundanz des APP aufzukldren, wurden Korrelationen
zwischen den mikroskopisch ermittelten Zellzahlen und physikalischen, chemischen sowie
meteorologischen Daten analysiert (Abbildung 49). Zur Unterscheidung saisonaler Einflussfaktoren von
lokalen Unterschieden zwischen den Probenahmestellen wurde die Auswertung zusatzlich separat fiir die
Proben der einzelnen Untersuchungsstellen sowie fiir den Tiefenbereich des Metalimnions (6 m

Wassertiefe und Tiefe des Metalimnions nach Temperaturgradient) der Entnahmestelle durchgefiihrt.
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Abbildung 49: Darstellung signifikanter Zusammenhange (p< 0,005, Korrelationskoeffizienten nach Pearson) von
Umweltparametern mit den Zellzahlen von APP, PC-APP und PE-APP im Epilimnion (2m, 4m), sowie Metalimnion
bzw. 6m Wassertiefe der Entnahmestelle; fir die meteorologischen Parameter wurden jeweils die Mittelwerte
bzw. Summe (Niederschlag) der 5 bzw. 10 Tage vor der Probenahme einbezogen
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In den oberflachennahen Wasserschichten aller Untersuchungsstellen wird die Abundanz des APP generell
am starksten durch hydrophysikalische und meteorologische Parameter (Datengrundlage
Agrarmeteorologisches Messnetz Sachsen [141]) beeinflusst. Unter den chemischen Gewdésser-
kenngréRen weisen nur die Nitrat- und DIC-Konzentrationen einen Zusammenhang zu den Zellzahlen auf.
Die separate Auswertung nach Probenahmestellen zeigt, dass ausschlieRlich in der Vorsperre und im
Unterwasservorbecken ein negativer Zusammenhang zwischen Nitratkonzentrationen und Zellzahlen von
PC-APP und APP besteht. Weiter stromaufwarts in der Hauptsperre, wo das PE-APP dominiert, korrelieren

dagegen die Zellzahlen des weniger abundanten PC-APP negativ mit der DIC-Konzentration.

Unter den einbezogenen meteorologischen Parametern spielen vor allem die Lufttemperaturen und die
Globalstrahlung eine Rolle flir die Abundanz des APP, beide korrelieren positiv mit den Zellzahlen.
Zwischen den 10-Tages- und 5-Tagesmitteln im Vorfeld der Probenahme zeigen sich kaum Unterschiede
in Hinblick auf den Einfluss auf die Picoplankter. Die Korrelationskoeffizienten der 10-Tagesmittel sind
geringflgig hoher, was nahelegt, dass der Zeitraum, in dem die Faktoren im Gewadsserhaushalt wirksam
werden und die Picoplankter mit einer Wachstumsantwort reagieren, eher im Bereich von 10 Tagen liegt.
Die Gobalstrahlung zeigt vor allem an der Entnahmestelle einen Zusammenhang zur Abundanz der
Picoplankter (Abbildung 50), nur in der Vorsperre zeigte die Analyse keinen Einfluss dieses Faktors. Dabei
kann auch die Triibung bzw. Sichttiefe eine Rolle spielen, die die Eindringtiefe des Lichts beeinflusst.
Hbhere Sonneneinstrahlungen im Sommer treten parallel zur Hauptentwicklungszeit des APP auf, generell
werden bei Werten iber 140 W/m? héhere Zellzahlen erreicht, es besteht aber keine stetige Zunahme der
Zellzahlen mit erhéhter Sonneneinstrahlung. Bei den maximal auftretenden Werten ist die Abundanz der
PE-Picoplankter geringer als bei 140 - 180 bzw. 220 - 260 W/m?, was auf eine Photosynthesehemmung bei

zu starker Sonneneinstrahlung hin deuten kann.
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3 Ergebnisse

Wahrend die PE-haltigen Picoplankter bei den hochsten Lufttemperaturen maximale Abundanzen
erreichten, traten die héchsten Zellzahlen des PC-APP in einem etwas niedrigeren Temperaturbereich auf

(Abbildung 51 A, B).
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Abbildung 51: 10-Tagesmittel der Lufttemperaturen im Vorfeld der Probenahme in Zusammenhang mit den
Zellzahlen von APP (A), PE-APP (B) und PC-APP (C) aller Untersuchungsstellen in 2 und 4 m Wassertiefe

Entsprechend der zunehmenden Lufttemperaturen treten auch hoéhere Zellzahlen bei steigender
Wassertemperatur auf, dies zeigt die Analyse sowohl fiir alle Probenahmestellen gemeinsam als auch in
der separaten Auswertung fir das Gesamt-APP und die jeweils dominante Untergruppe (Abbildung 52).
Im Bereich des Metalimnions ist die Wassertemperatur der Faktor mit der deutlichsten Korrelation zu den
APP-Zellzahlen. Hohere Wachstumsraten fiir die Gattung Synechococcus bei héheren Temperaturen sind
aus der Literatur bekannt (u.a [143]). Der Anstieg der Zellzahlen mit der Wassertemperatur verlauft jedoch
nicht rein linear, wie Abbildung 52 fiir die Abundanz des PC-APP und PE-APP der oberflachennahen
Weitere Einflussfaktoren im Gewadsser

Wasserschichten zeigt. kénnen diesen Zusammenhang

modifizieren, so koénnen die lokalen Minima der Zellzahlen von PE-APP und PC-APP in

Temperaturbereichen von 16-22 bzw. 19-22°C auf Konkurrenz anderer Phytoplankter unter diesen

Temperaturbedingungen oder erhéhtem FraRdruck zurtickzufiihren sein.

S A 2B i e o 8
® = X Hilhs 5 o 5
fco_ 8 Ew : EIJ_ o
N . N N~ | i ¥ B
e WD < w
o - 0 o 0o w o
0+ TR e T 4 =l o o T
%g = %(‘% %m T oe T
= H =
o ¢ ? ] _adeed
- L$g5:¢o N igg ol —asBoEd
T | T T T T T T T T T T
'(\\'\Q\ S S ) b‘ '\\r@'v{g\@@\q}rﬂf s f(\*@’\(f’\@@qft‘ﬂ’
\:\QQ\.S’JQ%'Q%‘ o e ’\.\Q\,‘}%\.}b 2 7 Q0 o

Wassertemperatur [*C]

Abbildung 52: Wassertemperaturen in Zusammenhang mit den Zellzahlen von APP (A), PC-APP (B und PE-APP (C)
aller Untersuchungsstellen in 2 und 4 m Wassertiefe
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3 Ergebnisse

Hohere pH-Werte korrelieren positiv mit den PE-APP- und APP-Zellzahlen, vor allem an den Stellen S und
E ist dieser Zusammenhang ausgepragt, im Metalimnion der Entnahmestelle besteht hingegen kein
Zusammenhang mehr zwischen pH-Wert und Zellzahlen (Abbildung 53). Die héhere Photosynthese-

aktivitat in den oberen Wasserschichten konnte eine Erklarung fiir diese Zusammenhange sein.
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PE-APP und PC-APP zeigen bei der Auswertung aller Untersuchungsstellen gemeinsam gegenldufige
Zusammenhange zur Sichttiefe. Bei der separaten Auswertung fir die jeweiligen Probenahmestellen tritt
der Zusammenhang nicht auf, was dafiir spricht, dass lokale statt saisonale Variationen hierbei eine Rolle
spielen. Mit dem Anstieg der Sichttiefe in FlieRrichtung von der Vorsperre zur Entnahmestelle steigt
gleichzeitig der Anteil des PE-APP deutlich an wahrend der des PC-APP zuriickgeht. Dabei kann ein
Zusammenhang mit den Lichtverhaltnissen unter Wasser bestehen, die fiir die Pigmentausstattung der
Cyanobakterien eine wesentliche Rolle spielen [77]. Die elektrische Leitfahigkeit ist in der Vorsperre
generell niedriger als in der Hauptsperre, sodass aufgrund der Veranderung der
Pigmentzusammensetzung mit der FlieRrichtung auch zu diesem Parameter eine Korrelation (PC-APP)
besteht. Flr einen ursadchlichen Zusammenhang gibt es jedoch in der Literatur keine Hinweise. Die
Sauerstoffsattigung korreliert nur an der Entnahmestelle schwach positiv mit der Abundanz des APP, was
flr einen saisonalen Einfluss des Faktors spricht, wozu jedoch auch die saisonale Photosyntheseaktivitat
anderer Phytoplankter beitragen kann. Ebenso tritt die positive Korrelation zwischen PC-APP sowie APP
und Chlorophyll a in der Vorsperre auf. Dies spiegelt wider, dass parallel zu hohen
Biomassenentwicklungen anderer Algen und Cyanobakterien wie im Friihjahr und Sommer auch hohe
Abundanzen der PC-Picoplankter auftreten. Einen Einfluss auf die Pigmentausstattung zeigt der

Zusammenhang in diesem Fall nicht an, da in der Vorsperre ganzjahrig das PC-APP deutlich dominiert.
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3.4 Bestimmung der Gesamtzellzahl mittels Durchflusszytometrie und Fluoreszenzmikroskopie

Die Gesamtzellzahl der Proben 2013 bis 2015 wurde fluoreszenzmikroskopisch nach Anfirbung mit
Propidiumjodid ermittelt und zum Vergleich mittels Durchflusszytometrie nach Anfarbung mit SYBRGreen

bestimmt (Abbildung 54).
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Abbildung 54: Vergleich fluoreszenzmikroksopisch und durchflusszytometrisch mms Mikroskopie
ermittelter Gesamtzellzahlen 2013 bis 2015 --e-- Durchflusszytometrie

Zwischen den mikroskopisch und durchflusszytometrisch bestimmten Gesamtzellzahlen treten im
Jahresverlauf z.T. deutliche Diskrepanzen auf. Am deutlichsten sind diese in der Vorsperre Forchheim,
dabei besonders fiir die Probenahmen der Monate Oktober, November (2013/2014) und Mérz
(2014/2015). Die beste Ubereinstimmung weisen die beiden Methoden fiir Stelle S auf, hier fallen nur die
Monate Juni 2013 und Juli 2015 auf, in denen Ergebnisse der Durchflusszytometrie deutlich Giber denen
der Mikroskopie lagen. Generell liegen die Zellzahlen der durchflusszytometrischen Analyse haufig Gber
den mikroskopisch ermittelten. Dies kann durch das hohere Detektionslevel der Durchflusszytometrie
bedingt sein, welche bereits Zellen mit einem Durchmesser von 0,5 um erfasst. Liegen in der Probe
Detritusflocken mit Chloroplasten vor, so kdnnen diese in der Durchflusszytometrie als Partikel mit

detektiert werden und zu einer Erhohung der Gesamtzellzahl beitragen [144]. In der Mikroskopie hingegen
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kénnen Detritusflocken sogar Zellen verdecken, die in der Durchflusszytometrie im Probenstrom vereinzelt
werden. Dieser Effekt konnte erklaren, dass in der flachen Vorsperre Forchheim besonders wahrend der
Vollzirkulation am Jahresbeginn und —Ende haufig deutlich hoéhere Zellzahlen anhand der

Durchflusszytometrie ermittelt wurden.
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3.5 Differenzierung und Quantifizierung der bakteriellen Gemeinschaft mittels CARD-FISH

3.5.1 Anteil hybridisierbarer Bacteria

Der Anteil der Eubacteria an der Gesamtzellzahl (Propodiumiodid-Farbung, vgl. Kap. 3.4) wurde durch
Fluoreszenzmarkierung mit den Sonden EUB | (Bacteria), EUB Il (Planctomycetes) und EUB Il
(Verrucomicrobia) ermittelt (Abbildung 55). Der Anteil gibt auch Aufschluss iber die Hybridisierbarkeit der
Zellen in der jeweiligen Probe. Darliber hinaus spielt jedoch auch das Detektionsspektrum der jeweiligen
Sonden eine entscheidende Rolle. Die Sonde EUB | bindet an 91 % der Datenbankeintrage fiir Bacteria
(SILVA-Datenbank, Januar 2018, [122]) ohne Basenfehlpaarung. Fir die Phyla mit den h&ufigsten
SuRwassertaxa (Actinobacteria, Bacteroidetes, Alpha- und Betaproteobacteria, Cyanobacteria) liegen die
Anteile jeweils bei liber 95%. Auf Grundlage der Datenbank rdp erfasst EUB | jedoch nur 75% der Eintrage,
was auch fir die quantitativ hauptsachlich relevanten Phyla gilt (Actinobacteria 82 %, Bacteroidetes 79 %,
Alphaproteobacteria 67 %; Betaproteobacteria 74 %; Klasse Cyanobacteria 77 %; rdp probe match tool (
[131], Januar 2018). Ergdnzend zu EUB | detektieren die Sonden EUB 11 48 % bzw. 33 % der Planktomycetes
und EUB Il 94% bzw. 71 % der Verrucomicrobia (Angaben entsprechen jeweils dem Anteil der

Datenbankeintrage in SILVA bzw. rdp).

Der Anteil der mit dem Sondengemisch EUB | - Il detektierbaren Zellen an der Gesamtzellzahl (Abbildung
55) lag im Mittel aller Proben bei 71 %. Mit 61 % bzw 64 % wurden fir die Proben aus 20 m Wassertiefe
sowie dem Metalimnion der Entnahmestelle niedrigere Anteile ermittelt, in 2 m Wassertiefe der
Probenahmestellen F, H und E lagen die Werte dagegen deutlich héher (78, 76 und 77 %). Die
Standardabweichungen fir die zehn Parallelen je Probe lagen zwischen 6 und 8 %. An der Stelle S wurden
vor allem aufgrund eines niedrigen Wertes von September 2014 (34,2%) im Mittel nur 69 % der Zellen mit
dem Sondengemisch EUB | - lll detektiert.

Das Auftreten groBer Anteile extrem kleiner Zellen (Ultramicobacteria), die fir verschiedene Taxa der
mikrobiellen Gemeinschaft im StiBwasser sogar typisch sind, kann die mikroskopische Detektion der Zellen
beeintrachtigen. Die Anteile der Hybridiserungssignale an der Gesamtzellzahl kdnnen in solchen Proben
niedriger ausfallen, da die Zellen nach Sondenmarkierung schlechter erkennbar sind als nach Farbung mit
PI. Dieser Effekt liegt z.B. den aufféllig niedrigen EUB-Anteilen aller Proben von Juni 2015 zugrunde. Eine
ausgepragte Hintergrundmatrix, vor der insbesondere die Sondensignale schwerer erkennbar sind, trat

z.B. haufig bei der Probe aus 20 m Tiefe der Entnahmestelle auf.
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3.5.2 Alphaproteobacteria

Die Quantifizierung der Alphaproteobacteria mittels CARD-FISH wurde mit den Sonden A968 fiir
Alphaproteobacteria und der Sonde LD12-121 fir die Clade LD12/Candidatus Pelagibacter durchgefuhrt.
Der Abgleich der Nukleotidsequenz der Sonde A968 mit den Datenbankeintragen der 16S rDNA-Sequenzen
(SILVA-Datenbank, Januar 2018, [122]) der Hauptordnungen der pelagischen Vertreter der
Alphaproteobacteria zeigt unterschiedliche Ergebnisse. Wahrend hohe Anteile der eingetragenen
Vertreter der Rhizobiales 80%, Caulobacterales 87%, Rhodobacterales 97% und Sphingomonadales 97 %
ohne Basenfehlpaarung von der Sonde gebunden werden koénnen, trifft das nur auf 45% der
Rhodospirillales, 3 % der Rickettsiales und 2% der Clade SAR11 zu. Die bindungsrelevante
Nukleotidsequenz der quantitativ besonders bedeutsamen Gruppe SAR 11 weicht in einer Base am 5'-
Ende von der zur Sonde komplementaren Sequenz ab. Da eine Basenfehlpaarung am Ende der Sequenz
die Bindung der Sonde deutlich weniger destabilisiert als in zentralen Bereichen, wird dieser mismatch
vom Probe Match Tool der Datenbank SILVA nur mit einem niedrigen mismatch weight von 0,3 bewertet
(SILVA Probe Match and Evaluation Tool - TestProbe 3.0, Januar 2018). Unspezifische Bindungen der Sonde
A968 flir im SiRwasser relevante Taxa konnen vor allem fir Vertreter der Planktomycetes (12 %) und
Deltaproteobacteria (34 %) auftreten. Zu weiteren quantitativ bedeutsamen Taxa (z.B.
Actinobacteria / hgcl-clade, Cyanobacteria / Synechococcales) bestehen teilweise nur Sequenz-
unterschiede in einer Base. Diese liegen jedoch im Unterschied zur Sequenz der SAR 11-Clade zentral,
sodass die Stablitat einer unspezifischen Bindung hier deutlich geringer ist (mismatch weight 1,5 (SILVA
Probe Match and Evaluation Tool - TestProbe 3.0, Januar 2018)).

Die Sonde LD12-121 detektiert hingegen hochspezifisch fast ausschlieRlich die Zielgruppe SAR 11. Jedoch
werden nur 24 % der eingetragenen Vertreter dieser Clade ohne Basenfehlpaarung durch die Sonde
erkannt, die Ubrigen weisen an drittletzter Stelle einen Sequenzunterschied zur Sonde auf, der durch das

Probe Match Tool der Datenbank SILVA mit 1,0 gewichtet wird.
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Abbildung 56 zeigt die
Ergebnisse der Quanti-
fizierung von Alphaproteo-
bacteria und SAR 11-Clade
als  Anteile an  der
Gesamtzellzahl  fur alle
Untersuchungsstellen von
2013 bis 2015. Die fur die
Untergruppe SAR 11
ermittelten Werte sind sehr
haufig  hoher als fir
Alphaproteobacteria  ins-
gesamt. Der Grund dafir ist
moglicherweise die geringe
Abdeckung einzelner
Ordnungen der
Alphaproteobacteria durch
die Sonde A968 oder eine
beeintrachtigte Bindung an
bestimmte Nukleotid-
sequenzen der Alpha-
proteobacteria  in den
Proben unter den

gewadhlten Bedingungen.
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Abbildung 56: Anteile der Hybridisierungssignale von Alphaproteobacteria
(Sonde A968) und SAR 11/LD12 clade/C. Pelagibacter (Sonde LD12-121) an der
Gesamtzzellzahl (PI-Farbung)

Im Vergleich der Proben fallen besonders die hohen Werte fiir SAR 11 in der ersten Jahreshalfte 2013 auf.

2014 erreicht die Gruppe in der Hauptsperre in den Sommermonaten die héchsten Anteile, die jedoch

unter den Hochstwerten von 2013 liegen. 2015 wurden generell niedrigere Werte fiir SAR 11 ermittelt,

mit einem Anstieg im Juli und August. Die Werte fir Alphaprotoebacteria zeigen eine weniger ausgepragte

Saisonalitat und unterscheiden sich weniger zwischen den Jahren. Die Hochstwerte wurden im August

2015 erreicht. Sehr niedrige Anteile wurden mit beiden Sonden im Juli 2015 ermittelt, was auf die geringe

Hybridsierbarkeit dieser Proben zurlickzufihren ist, die sich auch in der Detektion mit den Sonden EUB I-

Il gezeigt hat.
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Als mogliche Alternative zur Sonde A968 wurde die Sonde Alpha688 getestet, deren Sequenz der des
Primers A688 [112] entspricht. Gemals Datenbankabgleich erfasst die Sonde die relevanten Ordnungen
(Acetobacterales, Caulobacterales, Sphingomonadales, Rhodobacterales, Rhizobiales, SAR 11 clade) zu
> 97 % mit Ausnahme der Rhodospirillales (90 %) und vor allem der Rickettsiales (22 %). Darliber hinaus
werden auch 55 % der Deltaproteobacteria ohne Basefehlpaarung detektiert. Fiir diese Sonde sind noch
keine Hybridisierungsbedingungen bekannt. Da flr viele quantitativ relevante pelagische
Alphaproteobacteria keine Reinkulturen zur Verfligung stehen (u.a. fir LD12), konnten jedoch nur
Wasserproben im Vergleich mit den Sonden A968 und LD12-121 hybridisiert werden. Abbildung 57 zeigt
die Ergebnisse der Hybridisierung mit Alpha688 bei verschiedenen Formamidkonzentrationen fir

ausgewahlte Proben im Vergleich mit den Resultaten fiir die Sonde A968 und LD12-121.
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Bei Verwendung von 20 % Formamid liegen die ermittelten Anteile der Alphaproteobacteria nach

Hybridisierung mit Alpha688 an der Gesamtzellzahl fur einzelne Proben (F und H 10/13) deutlich héher als
bei Hybridisierung mit A968. Ein Vergleich der entsprechenden Proben fir die Hybridisierung mit LD12-
121 ist leider nicht moglich, da der Anteil hybridisierter Zellen unterhalb der Hintergrundfluoreszenz lag.
Der Vergleich zeigt insgesamt sehr inkonsistente Ergebnisse zwischen den Sonden. Die Ergebnisse der 16S
rDNA-Amlikonsequenzierung konnen aufgrund der GroBenfraktionierung sowie grundlegender
methodischer Unterschiede der Quantifizierung von Sequenzanteilen anstelle von Zellzahlen nicht zur
Validierung herangezogen werden. Die ermittelten Sequenzanteile der Alphaproteobacteria von 3-7%
(April 2013) und 12-36 % (Oktober 2013) bzw. fiir LD12 von 0,5-4 % (April 2013) und 7-33 % (Oktober 2013)
legen jedoch zumindest fiir Oktober hdhere Zellzahlen nahe als sie z.B. durch Hybridisierung mit LD12-121
ermittelt wurden. Die durch die Hybridisierung mit Alpha688 (20 % Formamid) ermittelten Signalanteile

liegen zwar naher an diesem Bereich als die anhand der Sonde A968 bestimmten, jedoch stellen sich im
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Vergleich mit den Sequenzierungsdaten die Verhaltnisse zwischen den Proben unterschiedlich dar. Die
Sequenzanteile von LD12 an Bacteria stiegen im Oktober 2013 in FlieRrichtung von 7% (F) auf 34 % (E)
deutlich an, wahrend die Zellzahlenanteile der Alphaproteobacteria nach Hybridisierung mit Alpha688 die
umgekehrten Verhaltnisse ergab. Die stark unterschiedlichen Ergebnisse der Hybridisierung mit den
verschiedenen Sonden deutet darauf hin, dass die Detektion der Zielzellen durch die Sonden unter den
gewahlten Bedingungen optimiert werden muss, wozu idealerweise Reinkulturen verwendet werden
sollten. Neben der Sequenzidentitdt von Sonde und Ziel-DNA, Eigenschaften der Probe sowie den
Hybridisierungsbedingungen kénnen auch Sekundarstrukturen in dem zur Anlagerung der Sonde genutzen

Bereich der 16S rDNA die Detektion beeinflussen.
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Pelagibacter ubique strain HTCC1062 (Accession-Nr.
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Hairpinstruktur die Anlagerung der Sonde.

In der Analyse mariner Okosysteme wird zunehmend auf die Detektion der Alphaproteobacteria als
Phylum verzichtet und stattdessen spezifische Sonden fiir die haufigsten Taxa Roseobacter und SAR 11
verwendet [148]. Ein analoges Vorgehen, z.B. mit Sonden fiir die Gruppe LD12/ C. Pelagibacter und die
Gattung Roseomonas, konnte auch fiir die CARD-FISH-Analyse der Alphaproteobacteria von

SuBwasserdkosystemen aussagekraftige und verlassliche Ergebnisse ermoglichen.
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3.5.3 Betaproteobacteria

Mit der Sonde Bet42a werden die in der Datenbank SILVA verzeichneten Vertreter der Betaproteobacteria
zu 100% oder sehr hohen Anteilen ohne Basenfehlpaarung gebunden. Es gibt laut derzeitigen
Datenbankeintragen so gut wie keine unspezifischen Bindungen an andere im SiiRwasser vorkommende
Taxa (Ausnahme Cyanobacteria/Prochlorothrix 33 %). Unter Einbeziehung einer Basenfehlpaarung
erkennt die Sonde hohe Anteile der Gammaproteobacteria, die im StiRwasser jedoch

in sehr niedriger Abundanz auftreten (u.a. [15]).

Die mittleren Anteile der Hybridisierungssignale fiir Betaproteobacteria an der Gesamtzellzahl (Abbildung
59) sind in der Vorsperre Forchheim mit 26 % am hochsten und gehen in FlieRrichtung auf 21 % (H) bzw.
18 % (S und E) zuriick. In der Vorsperre treten vor allem hdhere Spitzenwerte (Marz 2014, April und Mai
2015) auf wahrend fir die UGbrigen Proben ahnliche Anteile wie an den anderen Probenahmestellen

ermittelt wurden. Saisonal sind in der Hauptsperre die Anteile der Betaproteobacteria im Frihjahr am

hochsten.
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3.6 Untersuchung der bakteriellen Gemeinschaft mittels 16S-Amplikon Pyrosequenzierung

3.6.1 Uberblick tiber den Datensatz

Die Auswahl der untersuchten Jahre erfolgte anhand meteorologischer Parameter mit Einfluss auf die
Schichtungs- und Zirkulationsverhéltnisse im Wasserkorper. 2012 folgte auf extrem niedrige mittlere
Lufttemperaturen im Februar ein sehr steiler Temperaturanstieg, der zu einer kurzen
Frihjahrszirkulationsphase fiihrte. 2014 unterschied sich von anderen Jahren durch das Fehlen einer
geschlossenen Eisdecke. Der Temperaturanstieg im Frihjahr verlief relativ langsam, sodass eine
ausgedehnte Frihjahrszirkulation bestand. 2013 bestand die Eisbedeckung im Friihjahr auRergewdhnlich
lange, gefolgt von einem dhnlich steilen Temperaturanstieg wie 2012. Darliber hinaus traten im Juni 2013
Starkniederschlage verbunden mit Sedimenteintrag auf (vgl. Kap. 3.1.2). Um die saisonale Entwicklung der
mikrobiellen Gemeinschaft analysieren zu kdnnen, wurden jeweils eine Probe zum Zeitpunkt der
Frihjahrszirkulation, mindestens zwei Proben aus der Sommerstagnationsphase (Friih- und Spatsommer)
sowie eine Probe zur Herbstvollzirkulation in die Untersuchung einbezgen. Zur lokalen Differenzierung
wurden jeweils Proben aus der Vorsperre, dem Unterwasservorbecken der Hauptsperre und der
Entnahmestelle verwendet. Fir alle Proben wurde die GroRenfraktion < 5um untersucht, die vorwiegend
frei lebende Bakterien umfasst. Fiir die Proben aus dem Jahr 2013 wurde zusatzlich die GroRenfraktion >
5um einbezogen, um groRere Organismen (eukaryotische Algen, Cyanobakterien) sowie

partikelassoziierte Bakterien analysieren zu kénnen.

Die taxonomische Zuordnung der reprasentativen OTUs wurde anhand der Silva reference files (release
128) vorgenommen. Die Erfasssung der Diversitdt der Proben durch die Sequenzierung kann anhand der
rarefaction curves sowie verschiedener Diversitatsindices abgeschatzt werden. Beide Methoden zeigen,
dass die Diversitdt der Proben nicht vollstandig erfasst werden konnte. Die Coverage der einzelen Proben
lag bis auf Probe H5Apr13 immer Gber 90%. Der Verlauf der rarefaction curves (Anzahl OTUs gegen Anzahl
Sequenzen) nimmt fir die meisten Proben noch keinen abflachenden Verlauf an, was zeigt, dass beim
Generieren weiterer Sequenzen immer noch neue OTUs hinzukommen. Auch die Diveritatsindices Chaol
[149] und ACE (abundance-based coverage estimator, [150]) schatzen die theoretische Anzahl OTUs in den

Proben teilweise noch deutlich hoher ein (Tabelle 22, Tabelle 23).

101



3 Ergebnisse

Tabelle 22: Ubersicht (iber die mit GS FLX Titanium-Technologie sequenzierten Proben des Jahres 2013 (Anzahl
Sequenzen, OTUs, coverage und Diversitatsindices)

Anzahl coverage Anzahl inv
Probe Sequenzen (%) OTUs simpson Chao ACE
GS FLX Titanium series chemistry
FAprl3 1691 95 163 21 334 390
FMay13 2066 92 296 25 683 1204
Flun13 2317 97 166 13 303 350
FOct13 2037 94 258 24 475 631
HApr13 1685 94 174 16 429 589
HMay13 1853 97 118 10 209 238
HJun13 787 95 85 8 139 144
HOct13 2333 95 212 12 408 503
EAprl3 2526 97 170 14 266 399
EMay13 1382 96 112 9 198 281
EJunl3 1674 97 122 14 174 175
EOct13 1915 96 141 6 248 335
F5Apr13 1718 93 242 25 421 622
F5May13 2218 93 285 22 584 920
F5Jun13 1770 93 255 32 480 628
F50ct13 1906 91 316 27 740 1016
H5Apr13 447 83 125 27 258 492
H5May13 1670 92 241 21 542 815
H5Jun13 2595 94 277 23 737 989
H50ct13 1986 91 311 22 595 953
E5Apri3 1505 92 202 15 453 734
ES5May13 1477 94 185 18 332 438
E5Junl3 1465 95 154 8 276 415
E5Oct13 1846 92 261 24 460 808
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Tabelle 23: Ubersicht (iber die mit GS FLX++ Titanium-Technologie sequenzierten Proben des Jahres 20122 und
2014 (Anzahl Sequenzen, OTUs, coverage und Diversitatsindices)

Anzahl coverage Anzahl inv
Probe Sequenzen (%) OTUs simpson Chao ACE
GS FLX-++Titanium series chemistry
FMar12 7742 97 449 16 1167 1879
HMar12 8510 97 482 15 1065 1713
EMar12 7776 98 326 19 652 795
FMail2 25802 99 619 10 1366 2227
HMail2 5307 95 422 12 1077 1742
EMail2 10615 99 271 10 706 871
FJull12 8357 96 478 15 1318 2381
HJul12 11629 97 542 12 1365 2238
EJul12 8681 96 495 7 1471 2759
FNov12 10120 97 470 21 1207 2475
HNov12 13525 97 593 18 1822 2795
ENov12 6909 96 430 16 1060 1906
FMarl14 5783 96 366 14 1094 1326
HMarl14 2412 96 199 17 342 418
EMar14 6135 96 394 16 1215 1813
FMail4d 8634 98 351 13 1091 1640
HMail4 4010 96 281 10 750 1234
EMaild 9646 98 412 16 990 1550
EMMail4d 6339 98 288 18 483 660
Flull4 9520 97 435 10 1072 1400
HJjul14 9630 98 389 13 795 1256
EJull4 10388 99 240 6 686 1004
EMJull4 8928 98 290 7 574 1014
FSepl4 9568 96 651 25 1337 1997
HSep14 10578 96 649 19 1485 2667
ESepl4 8654 98 386 11 730 1041
EMSepl4 7003 97 387 20 848 1221
FNov14 10043 97 524 22 1147 1561
HNov14 10649 97 549 21 1111 1605
ENov14 12450 97 537 15 1554 2394

Von wesentlicher Bedeutung vor allem fiir die quantitative Interpretierbarkeit der Ergebnisse ist die
Erfassung der unterschiedlichen p hylogenetischen Gruppen durch die verwendeten Primer (Tabelle 24).

2 Die isolierte DNA aus Wasserproben des Jahres 2012 stand in der Arbeitsgruppe zur Verfiigung
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Tabelle 24: Erfassung phylogenetischer Gruppen durch die fiir die Pyrosequenzierung verwendeten Primer (rdp
probe match tool ( (Wang, et al., 2007)), am 30.01.2015)

REVERSE PRIMER E1115 FORWARD PRIMER U529
PHYLOGENETISCHE EINHEIT: | Sequenzen Uberein- Anteil erkannter Uberein- Anteil
in rdp stimmende Sequenzen (%) stimmende erkannter
Sequenzen Sequenzen Sequenzen (%)

BACTERIA 2879170 1472990 51,2 2313255 80,3
ACIDOBACTERIA 71755 25082 35,0 54748 76,3
ACTINOBACTERIA 319456 236145 73,9 283825 88,8
ARMATIMONADETES 3021 1621 53,7 2388 79,0
BACTEROIDETES 367909 62880 17,1 288967 78,5
‘ Flavobacteriia 76061 30359 39,9 66426 87,3

‘ Sphingobacteriia 37864 21330 56,3 30002 79,2
CHLAMYDIAE 1126 983 87,3 12 1,1
CHLOROFLEXI 39509 9346 23,7 33225 84,1
g{ﬁ;\’f EASIER R chloRC, 66092 37317 56,5 54548 82,5
CLASS CHLOROPLAST 18880 10725 56,8 13960 73,9
CLASS CYANBOBACTERIA 45866 25584 55,8 40013 87,2
‘ Family Il 11674 6501 55,7 9961 85,3

‘ Gplla 11631 6473 55,7 9923 85,3

\ Family IV 1665 889 53,4 1443 86,7
FIRMICUTES ‘ 789110 516218 65,4 656161 83,2
PROTEOBACTERIA ‘ 944978 478348 50,6 750706 79,4
‘ Alphaproteobacteria 215572 121532 56,4 174812 81,1

‘ Betaproteobacteria 199596 117511 58,9 162684 81,5

‘ Gammaproteobacteria 415673 179038 43,1 329262 79,2
VERRUCOMICROBIA 26132 13329 51,0 20081 76,8

Die Erfassung von Vertretern der phylogenetischen Gruppen liegt beim forward primer fir die meisten
phylogenetischen Gruppen auf dhnlichem Niveau zwischen 75 und 85%. Durch den reverse primer werden
mit 50-55% weniger Vertreter in den meisten Gruppen erfasst, auch hier ist dieser Anteil aber fiir die
meisten Phyla dhnlich. Ausnahmen bilden die Bacteroidetes, welche vom reverse primer nur zu 17% erfasst
werden, wodurch diese Gruppe im Datensatz je nach den auftretenden Arten unterreprasentiert sein
kénnte. Innerhalb der Bacteroidetes werden zudem Vertreter der Flavobacteriia und Sphingobacteriia
nicht in gleichem Male erfasst, sodass die Zusammensetzung des Phylums verzerrt abgebildet werden
kann. Ebenso werden Vertreter der Acidobacteria und Chloroflexi mit 35% bzw 23% in geringerem MaRe
erfasst als die der meisten anderen Phyla. Fir die Actinobacteria liegt der Anteil erfasster Vertreter mit
74% hoher, sodass diese Gruppe im Datensatz moglicherweise lGberreprasentiert wird. Die Erfassung von
Chlamydiae durch den forward primer ist mit 1% sehr gering, bereits bei einer zugelassenen

Basenfehlpaarung steigt der Anteil erfasster Vertreter dieses Phylums jedoch auf 67%.
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3.6.2 Uberblick auf Phylumebene

Abbildung 60 zeigt die relativen Sequenzanteile der haufigsten Phyla in ausgewahlten Proben der Vorsperre
Forchheim und der Talsperre Saidenbach von 2012 bis 2013.
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In der GréBenfraktion < 5 um entfallen die hochsten Sequenzanteile auf die Actinobacteria, Proteobacteria
und Bacteroidetes. Die Anteile dieser drei Hauptgruppen variieren zwischen den Untersuchungsstellen
und im Jahresverlauf deutlich zwischen 15 und 53 % (Actinobacteria), 25 und 51 % (Proteobacteria) bzw.
4 und 39 % (Bacteroidetes). Die mittleren Sequenzanteile dieser Phyla unterscheiden sich kaum zwischen
den Untersuchungsstellen in der Talsperre. Auch saisonal bestanden hinsichtlich der mittleren
Sequenzanteile der drei Hauptgruppen kaum Unterschiede zwischen Proben aus dem Friihjahr (Mérz bis
Mai), Sommer (Juni, Juli), Herbst (September, Oktober) sowie November. Die Actinobacteria erreichen in
den Sommermonaten mit 13% etwas hohere Sequenzanteile als im Frithjahr und vor allem im den Proben

aus dem Herbst, wo sie im Mittel nur 6% erreichen. In der GroRenfraktion > 5 um sind erwartungsgemafd
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die Anteile des Phylums Cyanobacteria/Chloroplast mit 17 bis 56 % deutlich hoher, aber auch der Anteil
nicht klassifizierbarer Sequenzen (6 bis 26%). Die mittleren Anteile des Phylums
Cyanobacteria/Chloroplast steigen zwischen den Probenahmestellen in FlieRrichtung von 23 % (F) tUber
36 % (H) bis hin zu 40 % (E) an, wozu vor allem die ungewdhnlich hohen Werte im Juni (E 44 %) und Oktober
(E 56 %) in der Hauptsperre, insbesondere an der Entnahmestelle, beitragen. Fiir diese GroBenfraktion
unterscheiden sich die mittleren Anteile der Bacteroidetes und Actinobacteria zwischen den
Untersuchungsstellen nicht, wogegen die Proteobacteria in der Vorsperre mit 32 % gegenliber 25 % in der
Hauptsperre abundanter sind. Hohe Anteile partikelassoziiert lebender Bakterien, wie sie z.B. fiir die

Betaproteobacteria bekannt sind, kdnnen dabei eine Rolle spielen. (vgl. Kap... 1.2.3.2.).

3.6.3 Proteobacteria

3.6.3.1 Klassen der Proteobacteria

Im Phylum Proteobacteria dominieren Beta- und Alphaproteobacteria (Abbildung 61).
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Die mittleren Anteile der Alphaproteobacteria an den nicht-assoziiert lebenden Bacteria betragen 12 %

(2-37 %), die der Betaproteobacteria erreichen 25 % (5—45 %). In FieRrichtung steigen die mittleren
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Anteile der Alphaproteobacteria von 7 % in der Vorsperre iber 10 % an der Stelle H bis zu 17 % an der
Entnahmestelle an. Fir die Betaproteobacteria gilt der umgekehrte Trend, sie erreichen mit 31 % in der
Vorsperre die hochsten mittleren Sequenzanteile, an den Stellen H und E betragen sie nur 27 % bzw. 20 %.
Saisonal weisen die Abundanzen der beiden Klassen ebenfalls deutlich unterschiedliche Trends auf: In den
Frihjahrsmonaten Marz bis Mai sind die mittleren Sequenzanteile der Alphaproteobacteria mit 6 %
deutlich am niedrigsten, im Sommer (Juni, Juli) und Herbst (September, Oktober) steigen ihre Anteile auf
17 bzw 18 % und gehen im November wieder auf 11 % zuriick. Die Betaproteobacteria erreichen im
Gegensatz dazu im Frihjahr ihre hochsten Sequenzanteile an den frei lebenden Bacteria von 31 %, die
danach auf 19 bis 23 % zuriickgehen.

In der GroRenfraktion >5um, in der Cyanobakterien- und Chloroplasten-Sequenzen hohe Anteile
einnehmen, liegen die Sequenzanteile der Alphaproteobacteria nur noch bei 6 %, wahrend die der
Betaproteobacteria noch 18 % erreichen. Die haufigsten Vertreter der Alphaproteobacteria sind
gekennzeichnet durch eine geringe ZellgréBe und vorwiegend nicht-assoziierte Lebensweise wahrend
unter den Betaproteobacteria auch verschiedene partikel-assoziiert lebenden Gattungen bekannt sind
[15].

Die mittleren Sequenzanteile der Gamma-, Delta- und Epsilonproteobacteria liegen in beiden
GroBenfraktionen unter 1 %. Die Gammaproteobacteria erreichen in der Vorsperre Forchheim ihre
hochsten Sequenzanteile, z.B. im Mai 2013 mit 2 % (< 5um) bzw. 1,5 % (> 5um). Diese Sequenzen wurden
zum Grolsteil den Xanthomonadales zugeordnet, ca. ein Fiinftel der Sequenzen wurden als
Enterobacteriaceae (u.a. Escherichia-Shigella) identifiziert. In vielen Proben konnten die den

Gammaproeobacteria zugehdrigen Sequenzen aber nicht naher taxonomisch identifiziert werden.

3.6.3.2 Alphaproteobacteria

Bei den Alphaproteobacteria dominiert in vielen Proben die sog. SAR11-clade (von 1- bis 98%, Mittelwert
61 %) dariber hinaus treten vor allem die Ordnungen Sphingomodales, Rhizobiales, Caulobacterales und
Rhodobacterales in hoheren Abundanzen auf (Abbildung 62). Die relativen Anteile aller Ordnungen der
Alphaproteobacteria sind starken lokalen und saisonalen Schwankungen unterworfen, selbst die

dominante SAR 11-clade erreicht in einigen Proben nur unter 10 % Sequenzanteile.
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Die Zusammensetzung der nicht-assoziierten Alphaproteobacteria unterscheidet sich deutlich zwischen
der Vorsperre Forchheim und den beiden Probenahmestellen in der Hauptsperre. In der Vorsperre fallen
die Anteile der SAR11-clade mit 33 % deutlich geringer aus als in der Hauptsperre, wo sie in FlieRrichtung
weiter ansteigen (H: 66 %, E: 79 %). Vertreter der Ordnungen der Rhodobacterales (Rhodobacter und nicht
weiter klassifizerte Rhodobacteraceae), Rhizobiales (alpha I-cluster), Sphingomonadales (v.a.
Sphingopyxis) und die Rhodospirillaes (Roseomonas und nicht weiter klassifizierte Acetobacteraceae)
nehmen in der Vorsperre héhere Sequenzanteile ein, die in FlieRrichtung zuriickgehen. Auch saisonal
unterscheidet sich die Zusammensetzung der frei lebenden Alphaproteobacteria deutlich. Die SAR11-clade
erreicht im Sommer (Juni, Juli) und Herbst (September, Oktober) die héchsten Sequenzanteile (73 bzw.
71 %). Im Friihjahr (Marz bis Mai) fallen die Sequenzanteile der Rhodobacterales und der Caulobacterales
(Brevundimonas, Caulobacter, Phenylobacterium und nicht weiter klassifizerte Caulobacteraceae) mit 9
bzw. 10 % hoher aus als im dbrigen Jahr (3-6% bzw. 1-3%). Die Zusammensetzung der partikel-

assoziierten Alphaproteobacteria zeigt im Mittel niedrigere Sequenzanteile fur die SAR11-clade, wahrend
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die Sequenzanteile aller anderen Ordnungen hoher ausfallen als unter den frei lebenden

Alphaproteobacteria.

In der Vorsperre sowie unter den partikel-assoziierten Alphaproteobacteria ist die Diversitat der Klasse am
hochsten, wahrend vor allem in den Sommer- und Herbstmonaten an der Entnahmestelle die SAR11-clade

die frei lebenden Alphaproteobacteria deutlich dominiert.

3.6.3.3 Betaproteobacteria

Unter den Betaproteobacteria dominieren die Vertreter der Comamonadaceae (Burkholderiales), auf die
mittlere Sequenzanteile von 58 % (< 5 um) bzw. 71 % (> 5 um) der Klasse entfallen (Abbildung 63). Etwa
die Halfte (<5 um) bzw. ein Drittel (>5 um) dieser Sequenzen wurden der Gattung Limnohabitans
zugeordnet, geringere Sequenzanteile gehdren zu den Gattungen Polaromonas und Acidovorax. In der
GroRenfraktion > 5 um konnte die Halfte der Sequenzen der Comamonadaceae nicht weiter identifiziert
werden, in der Fraktion <5pum traf dies nur auf etwa ein Drittel der Sequenzen zu. Bei den
Burkholderiaceae wurden im Unterschied zu den Comamonadaceae fast alle Sequenzen bis auf
Gattungsebene zugeordnet. Die Uberwiegende Mehrheit davon entféllt auf die Gattung Polynucleobacter,
die Sequenzanteile von 17 % der Betaproteobacteria <5 um, aber nur 7 % in der GroRenfraktion > 5um
einnimmt. Die Methylophilales sind die quantitativ bedeutendste Ordnung nach den Burkolderiales mit
Sequenzanteilen von 16 % (<5 um) bzw. 13 % (>5 um) der Betaproteobacteria. Alle Sequenzen dieser
Ordnung gehoren zu den Methylophilaceae und teilen sich fast vollstandig zwischen den Gattungen
Candidatus Methylopumilus und Methylotenera auf. In der GroRenfraktion < 5 um Uberwiegen die Anteile
von C. Methylopumilus deutlich, in der Fraktion >5 um entfallen etwas héhere Sequenzanteile auf die
Gattung Methylotenera. Hinsichtlich der Probenahmestellen verhalten sich die Gattungen in der
GroBenfraktion < 5 um gegensatzlich, wahrend die Sequenzanteile von C. Methylopumilus in FlieBrichtung
ansteigen (F: 6 %, H: 11 %, E: 17 %), gehen die von Methylotenera zuriick (F: 5 %, H: 4 %, E: 1 %). Saisonal
ist ein Anstieg der Sequenzanteile von C. Methylopumilus von 8 % im Friihjahr auf 15 % ab September zu
beobachten. Beide Trends treten in der GroRenfraktion >5 um nicht auf. Die Gattung Nitrospira
(Nitrosomonadales) spielt in den meisten Proben eine untergeordnete Rolle, im September und November
2014 erreicht sie aber in den Proben der Entnahmestelle 23 % (E Metalimnion Sep 2014) und 16 % (E 2m
Nov 2014) der Sequenzen der Betaproteobacteria <5 pum.

Die meisten innerhalb der Betaproteobacteria nicht identifizierbaren Sequenzen traten in den Proben der
Entnahmestelle aus 2 m Tiefe von November 2012 und dem Metalimnion der Entnahmestelle von

September 2014 auf.
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3.6.4 Actinobacteria

Mit Sequenzanteilen von 85 % (< 5um) bzw. 83 % dominieren die Vertreter der Ordnung Frankiales
deutlich beide GroRenfraktionen der Actinobacteria (Abbildung 64). 80 bis 90 % dieser Sequenzen konnten
der hgcl-clade (Sporichthyaceae) zugeordnet werden. Die Vertreter dieser Gruppe weisen ohne
wesentliche lokale oder saisonale Unterschiede gleichmaRig hohe Anteile an den Actinobacteria in fast
allen untersuchten Proben auf. Nur vereinzelt erreichen auch Vertreter anderer Ordnungen hohere
Sequenzanteile. Dazu zahlen u.a. die Acidimicobiales, deren Vertreter zum Grofteil der CL500-
29 marine_group zugeordnet wurden. In der GréBenfraktion < 5 um steigen deren Sequenzanteile an den
Actinobacteria leicht in FlieBrichtung an (F: 4 %, H: 6 %, E: 10 %). Dariiber hinaus spielen vor allem in der

Vorsperre Forchheim noch Vertreter der Micrococcales eine Rolle, die dort Sequenzanteile der
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Actinobacteria von 8 bis 9 % erreichen, im Unterschied zu 2 bis 3 % in der Hauptsperre. Die haufigste
Gattung der Micrococcales ist Candidatus Rhodoluna (Microbacteriaceae).
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m Corynebacteriales sporangiales, Thermoleophilia, OPB41)

B Acidimicrobiales

3.6.5 Bacteroidetes

Das Phylum Bacteroidetes setzt sich vor allem aus Sphingobacteriales, Flavobacteriales und Cytophagales
zusammen, wobei die Sphingobacteriales mit Anteilen um 60 % innerhalb des Phylums dominieren
(Abbildung 65). In der GroRenfraktion < 5 um liegen die Sequenzanteile der Sphingobacteriales mit 47 %
in der Vorsperre deutlich unter denen in der Hauptsperre (63 %). Die Anteile der Flavobacteriales und
Cytophagales nehmen dagegen in FlieBrichtung ab. Sie liegen in der Vorsperre bei 28 % (Cytophagales)
bzw. 17 % (Flavobacteriales), an der Entnahmestelle dagegen bei 16 bzw. 12 %. Unter den Flavobacteriales
konnte die Mehrheit der Sequenzen der Gattung Fluviicola (Cryomorphaceae) zugeordnet werden, der
Anteil nichtklassifizierbarer Sequenzen innerhalb dieser Ordnung war sehr gering. Bei den Cytophagales
konnte ebenfalls ein groRer Teil der Sequenzen auf Gattungsebene zugeordnet werden, wobei die

Uberwiegende Mehrheit zur Gattung Pseudarcicella (Cytophagaceae) zahit.
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Abbildung 65: Zusammensetzung der

Ounclassified Bacteroidetes

BSphingobacteriales

Bacteroidetes nach 16S-Amplikon-

mBacteroidetes vadinHA1T or

OFlavobacteriales
BCytophagales

Pyrosequenzierung; 100% entsprechen dem

Phylum Bacteroidetes zugeordneten
Sequenzen; Taxonomische Zuordnung nach

Silva reference files (release 128)

mBacteroidales

Die Zusammensetzung der Sphingobacteria variiert stark im Jahresverlauf. Die Hauptanteile der Ordnung

entfallen auf die Chitinophagaceae und darin auf die Gattung Sediminibacterium und nicht weiter

In der GroRenfraktion >5um ist der Anteil der nicht klassifizierbaren

klassifizierbare Sequenzen.

wobei der

7

etwa doppelt so hoch wie in der GroRenfraktion < 5 um

19 %

Sequenzen der Familie mit 10

Anteil von Sediminibacterium hoher ausfallt. Die Sphingobacteriaceae haben vor allem in den Proben der

in diesen Proben konnten die Sequenzen nicht weiter

’

Hauptsperre von Mai 2013 (< 5 um) hohe Anteile

was auch auf die Mehrheit der Sequenzen dieser Familie in anderen Proben zutrifft.

klassifiziert werden,

Ein geringerer Teil der Sequenzen konnte der Gattung Pedobacter zugeordnet werden. Hohere Anteile

erreicht in mehreren Proben die Familie env. OPS_17.
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3.6.6 Cyanobacteria/Chloroplast

Im Phylum Cyanobacteria nehmen Sequenzen von Chloroplasten eukaryotischer Algen 52 % (< 5 um) bzw.
77 % (> 5 um) der Sequenzanteile ein (Abbildung 67). Zur Klasse Cyanobacteria wurden 31 % (< 5 um) bzw.
12 % (> 5 um) zugeordnet. 16 % (< 5 um) bzw. 11 % (> 5 um) der Sequenzen konnten nur bis auf Phylum-
Ebene klassifiziert werden. Sehr geringe Sequenzanteile (< 1 %) wurden den Melainabacteria [151]
zugeordnet. In beiden GroRenfraktionen nimmt der Anteil der Klasse Cyanobacteria am Phylum in

FlieRrichtung zu, wahrend die Sequenzanteile der Klasse Chloroplast in der Vorsperre am héchsten sind.
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B Chloroplast

In der Klasse der Cyanobakterien konnte im Durchschnitt ein Drittel der Sequenzanteile nicht weiter
klassifiziert werden, besonders in Proben aus dem Friihjahr (Mérz bis Mai) war dieser Anteil noch hoher
(44 - 42%) (Abbildung 68). Etwa 50 % der Sequenzanteile entfallen auf die Subsection | und darin
hauptsachlich auf die Gattung Synechococcus sowie nicht weiter klassifizierbare Sequenzen. Der Anteil der
Subsection | erreichte in den Sommermonaten (Juni, Juli) die hdchsten Sequenzanteile von 95 % (< 5um)
bzw. 81 % (> 5 um). Die Sequenzanteile der hier vorwiegend Picoplankter umfassenden Subsection | sind
in der GroRenfraktion < 5um mit 55 % etwas hoher als in der Fraktion > 5um (46 %). Im Gegensatz dazu
fallen die Sequenzanteile der Subsections Il und IV mit vorwiegend fadigen Cyanobakterien in der
GroRenfraktion > 5um hoher aus. Der Hauptanteil der Sequenzen in der Subsection lll wurde als Limnothrix
identifiziert. In der Subsection IV konnte ca. die Halfte der Sequenzanteile der Gattung Anabaena
zugeordnet werden, die andere Halfte konnte nur bis auf die Ebene der Familie | klassifiziert werden, die
u.a. Vertreter der Gattungen Anabaena, Aphanizomenon und Nostoc beeinhaltet. In einigen Proben
vorwiegend der GroRenfraktion < 5um wurden keine Sequenzen der Klasse Cyanobacteria zugeordnet,
obwohl mikroskopisch in allen Proben zumindest autotrophes Picoplankton nachgewiesen wurden. Diese
teilweise in Kolonien vorliegenden Zellen kénnen jedoch auch in der GroRenfraktion >5um enthalten sein,
zudem konnen unter den nicht klassifizierten Sequenzen des Phylums oder der Bacteria zur Klasse

Cyanobacteria zugehorige Sequenzen sein.
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3.6.7 Verrucomicrobia

In der Zusammensetzung der Verrucomicrobia treten deutliche Unterschiede zwischen den
GroRenfraktionen, Probenahmestellen sowie Jahreszeiten auf (Abbildung 69). Die Klasse OPB35_soil group
dominiert mit 43 % der Sequenzanteile die GroRRenfraktion > 5 um, dabei erreicht sie in der Hauptsperre
mit 53 bzw. 47 % deutlich héhere Anteile als in der Vorsperre Forchheim (31 %). In den Sommermonaten
sind ihre Sequenzanteile mit 55 % am héchsten im Vergleich zu 43 und 33 % im Friithjahr und Herbst. Der
letztere Trend ist ebenfalls fir die GroRenfraktion < 5 um zu beobachten, wo auf die OPB35_soil group im
Mittel nur 20 % der Sequenzen entfallen. In dieser GroRenfraktion haben die Klassen Opitutae und
Spartobacteria mit 29 bzw. 28 % die hochsten Sequenzanteile. lhre relativen Abundanzen weisen
hinsichtlich der Probenahmestellen gegensatzliche Trends auf: Wahrend die Anteile der Opitutae in

FlieBrichtung zuriickgehen (F: 39 %, H: 28 %, E: 20 %), steigen die der Spartobacteria an (F: 24 %, H: 29 %,
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E: 31 %). Die Opitutae weisen im Jahresverlauf abnehmende Sequenzanteile auf (Marz — Mai: 31 %, Juni /
Juli: 28 %, September / Oktober: 17 %), die Spartobacteria haben im Frihjahr (31 %) und im Herbst (45 %)
deutlich héhere Anteile als im Sommer (9 %). Beide Klassen haben in der GroRenfraktion >5 um mit 11
(Opitutae) bzw. 13 % (Spartobacteria) deutlich geringere Anteile, die fiir die GroBenfraktiuon <5 um
beschriebenen saisonalen Trend sind schwacher ausgepragt. Im Unterschied zu den relativen Abundanzen
in der Fraktion < 5 um haben beide Klassen in der GroBenfraktion > 5 um in der Vorsperre hohere Anteile
als in der Hauptsperre. Die Verrucomicrobiaceae nehmen 12 (<5um) bzw. 15% (>5um) der

Sequenzanteile ein, im Frihjahr sowie an der Entnahmestelle sind die Anteile dieser Klasse am hochsten.
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3.6.8 Clusteranalyse und Einfluss von Umweltparametern auf die Zusammensetzung der

mikrobiellen Gemeinschaft
Die Ahnlichkeit der Proben untereinander hinsichtlich ihrer biotischen Struktur wurde auf Grundlage der
relativen Haufigkeiten der OTUs (3% Sequenzunterschied) mittels hierarchischer Clusteranalyse

untersucht (Abbildung 70).
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Abbildung 70: Dendrogrammdarstellung der hierarchischen Clusteranalyse flir normalisierte Haufigkeiten
von OTUs; Proben von 2013 (A) mit GroRenfraktionen >5um (5) und < 5um (2); Proben von 2012 und 2014
(B) nur GréRenfraktion <5um
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Die Zusammensetzung der Proben zeigt deutliche jahreszeitliche Zusammenhange. Auch Proben der
gleichen Jahreszeit der Jahre 2012 und 2014 bilden haufig Cluster. Darin zeigen oft Proben aus der
Vorsperre Forchheim und dem Unterwasservorbecken der Talsperre (H) mehr Ahnlichkit zueinander als zu
den Proben der Entnahmestelle. Anhand der Proben des Jahres 2013 wird auch die unterschiedliche
Zusammensetzung der GroBenfraktion < 5um und > 5um deutlich. Nur fiir die Proben der Stelle F von Mai

und Oktober, sowie der Stelle E im Juni bilden beide GroRRenfraktionen ein Cluster.

Die statistische Untersuchung des Einflusses verschiedener Umweltfaktoren auf die Zusammmensetzung
der bakteriellen Gemeinschaft erfolgte anhand der Anteile der OTUs an den Gesamtsequenzen der
jeweiligen Probe. Singletons wurden fiir diese Analyse aus dem Datensatz entfernt, um den Einfluss
seltener Phyla und durch Sequenzierfehler gebildeter OTUs auf das Gesamtergebnis zu reduzieren. Die
statistische Analyse wurde getrennt flr die Untersuchungsjahre durchgefiihrt, da die Proben von 2013 und
die von 2012 und 2014 in separaten Ansadtzen sequenziert wurden. Auf eine Auswertung getrennt nach
Untersuchungsstellen wurde aufgrund der jeweils zu geringen Probenanzahl verzichtet. Tabelle 25

zeigt, dass in den verschiedenen Untersuchungsjahren sowie fir die beiden GroRenklassen
unterschiedliche Umweltparameter relevanten Einfluss auf die Zusammensetzung der bakteriellen

Gemeinschaft hatten.
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Tabelle 25: Einfluss von Umweltfaktoren auf die Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft auf Grundlage
relativer Abundanzen von OTUs mit mindestens 2 Sequenzen

2012 < 5um | 2013 < 5um | 2013 > 5um| 2014 < 5um
n=12 n=12 n=12 n=18
R2 Sig. R? | Sig. Rz |Sig.| R? Sig.
NH4-N
0-PO4-P 0,704 | *
I5 Chlorid
£ |SO+S 0498 *
& [NOsN , 0821 = |0,704| *
o (nicht durch-
2 Acetat gefiihrt) 0,536 . ]0,643| **
& [Mn 0,574
E Fe
© |DIC
DOC 0,657 * | 0,51 *
DTC
Sauerstoff (mg/l) 0,8 e 0,83 | **
o Sauerstoff (%) 0,5 * 0,729 * 0,488 *
2 < |pH 0,6 * 05| . |0625| * |0473| *
S § |Leitfahigkeit 05 | .
% & |Wassertemperatur | 0,4 . 0,648 * |0,889| **
2 |Chlorophyll a 0,4 . 09 | * 0,367
Sichttiefe 0,4 . 0,9 **
10-Tages-Mittel s
5 |Lufttemperatur 0.5 ) 089
g 10-Tages-Summe 05 0.864 | *
& |Niederschlag ’ ' ’
& 10-Tages-Mittel 0.853| *=
2 |Globalstrahlung ’
% 5-Tages-Mittel 0.88 o
% Lufttemperatur '
é 5-Tages-Summe 0.863| = | 0556 .
@ |Niederschlag ’ ’
= 5-Tages-Mittel
Globalstrahlung 0,534 0.83 o
< Diatomeen’ 0,35
% |Griinalgen' . _ _ 0,539 | *
@ (nicht durch- | (nicht durch- |(nicht durch-
(_CJ)_ Cryptophyta gefiuhrt) gefiihrt) gefiihrt)
> |Cyanobakterien 0,72 | ***
O |Gesamtbiovolumen 0,652 | ***

1. als spektrale Gruppe: Diatomeen incl. Chrysophyceen, Haptophyceen, Dinophyceen und Chlorophyta incl.

Desmidiadaceen

Chemische Parameter, insbesondere die Nitrat- und Orthophosphat-Konzentrationen zeigten
Zusammenhadnge zur Zusammensetzung der GroRRenfraktion >5um im Jahr 2013, nicht hingegen zu der

freilebender Bakterien. Ein moglicher Grund dafiir ist das Vorkommen von Chloroplasten-Sequenzen
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eukaryotischer Algen in der Fraktion >5um, deren Abundanz durch die verfligbaren Nahrstoffe
beeinflusst wird. Daflir spricht auch der Zusammenhang mit Sauerstoffkonzentration- und sattigung, die
durch photosythetische Aktivitat erhoht werden, der in diesem Jahr ebenfalls nur fiir die Fraktion >5um
besteht. 2012 hingegen zeigte die Sauerstoffkonzentration auch zur Zusammensetzung der freilebenden
Bakterien einen deutlichen Zusammenhang. Die Chlorophyll-a-Konzentration und die damit in
Zusammenhang stehende Sichttiefe wiesen 2013 nur einen Zusammenhang zur Zusammensetzung der
freilebenden Bakterien auf, nicht jedoch zur der der Fraktion >5 um, was aufgrund der enthaltenen
Sequenzanteile von Chloroplasten zu erwarten ware. pH-Wert und Wassertemperatur zeigten in allen
Jahren ein Relation mit der Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft, mit Ausnahme der
Wassertemperatur 2013 nur fir die Fraktion > 5 um. Die meteorologischen Gegebenheiten im Vorfeld (10
bzw. 5 Tage) den jeweiligen Probenahmen hatten vor allem im Jahr 2014 deutlichen Einfluss auf die
Bakterioplanktonzusammensetzung, dieses Jahr war gekennzeichnet durch einen milden Winter ohne
Eisbedeckung der Talsperre sowie ein warmes Friihjahr. Der Einfluss der Globalstrahlung war 2014 in allen
Monaten hoher als 2013, wurde jedoch fiir die Monate bis Mai im Jahr 2012 Ubertroffen. Hinsichtlich der
Niederschlage waren die Jahre 2012 und 2014 vergleichbar, die Relation des Parameters zur
Bakterioplanktonzusammensetzung hat zumeist auch nur geringe Signifikanz. 2013 hingegen ist diese
deutlich héher, was auf die Starkniederschldge Ende Mai/Anfang Juni des Jahres zuriickzufiihren sein kann.
Insgesamt zeigt die Analyse, dass sehr unterschiedliche Parameter Zusammenhdnge zur
Bakterioplanktonzusammensetzung aufweisen kénnen und anhand der Untersuchung ausgewahlter

Proben aus drei Jahren keine durchgangigen Trends ablesbar sind.

3.6.9 Einfluss von Umweltparametern auf einzelne Taxa

Fir einzelne Taxa wurde mittels Korrelationsanalyse untersucht, welche der erfassten Umweltparameter
von Bedeutung fiir die Abundanz der jeweiligen phylogenetischen Einheit sind (Abbildung 71, Abbildung
72). Darliber hinaus wurden die Korrelationen der untersuchten Taxa miteinander betrachtet, um Gruppen

mit dhnlichen oder sehr verschiedenem 6kologischen Verhalten zu identifizieren.
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Abbildung 71: Darstellung signifikanter Korrelationen (c Korrelationskoeffizienten nach Pearson) von
Umweltparametern mit relativen Haufigkeiten ausgewahlter Taxa in der GroRenfraktion <5um, n=42; Daten zu
Phytoplanktonbiovolumina nur fir Proben von 2014
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Die Comamonadaceae zeigen in der GrofRenfraktion < 5um insgesamt eine positive Korrelation mit der
Nitratkonzentration (R?=0,69), was vor allem auf die Beitrdge der unklassifizierten Comamonadaceae
(R2=0,82) sowie der Gattung Limnohabitans (R?>=0,49) zuriickgeht. Die Sequenzanteile der Gattung
Aquabacterium korrelieren dagegen deutlich positiv mit der Sulfatkonzentration (R? = 0,87) und dariber
hinaus negativ mit der Wassertemperatur (R?=0,72). Der letztgenannte Trend besteht auch fir die
unklassifizierten Comamonadaceae, deren Abundanz gleichermalien negativ mit Wassertemperatur und
pH-Wert korreliert (R?=-0,62). Fiur die Gattung Polynucleobacter ergab die Analyse deutlich positive
Zusammenhange zu Sauerstoffkonzentration und —sattigung (R = 0,73 bzw. 0,76), pH-Wert (R = 0,68) und
Chlorophyll a-Konzentration (R? = 0,64) sowie der Globalstrahlung (R? = 0,63). Fiur die Methylophilaceae
bestand ein deutlicher negativer Zusammenhang zum pH-Wert (R? = 0,81), der jedoch nicht fiir die beiden
haufigsten Gattungen Candidatus Methylopumilus und Methylotenera nachgewiesen werden konnte. Die
Haufigkeit von C. Methylopumilus korreliert jedoch deutlich negativ mit der Chlorophyll a — Konzentration

(R?=-0,83), dem Biovolumen der Diatomeen (R? = -0,72) und dem Gesamtbiovolumen (R?=-0,73).

Fiir die untersuchten Taxa der Alphaprotoeobacteria erwiesen sich die Biovolumina der verschiedenen
Phytoplanktongruppen als wichtigste Parameter. Als einziges Taxon wies dabei die SAR11-clade eine
deutliche positive Korrelation zum Cyanobakterien-Biovolumen auf (R? = 0,74), dariiber hinaus auch zur
Wassertemperatur. Die Abundanz der Rickettsiaceae korrelierte hingegen positiv mit dem Biovolumen der
Cryptophyta (R?=0,82). Fir Sphingopyxis und Roseomonas hingegen zeigte die Analyse positive
Korrelationen zur Chlorophyll-a-Konzentration (R2=0,93 bzw. 0,73), zum Diatomeen-Biovolumen
(R?=0,82 bzw. 0,78), dem Grinalgen-Biovolumen (nur Roseomonas R*0=0,81) und zum
Gesamtbiovolumen (R?0=0,84 bzw. 0,71). Beide Gattungen treten deutlich haufiger in der Vorsperre
Forchheim auf, in der auch hohere Phytoplankton-Biovolumina erreicht werden als in der Hauptsperre.
Die Abundanz des Rhizobiales_alphal_cluster korrelierte negativ mit der Wasser- und Lufttemperatur und
mit dem Biovolumen an Cyanobakterien, welches selbst einen deutlichen Zusammenhang zu den
Wassertemperaturen  aufweist.  Starke  positive  Korrelationen der Sequenzanteile des
Rhizobiales_alphal_cluster bestanden dagegen zu den Sulfat- und Nitratkonzentrationen, die im Friihjahr

und Herbst generell niedriger ausfallen als im Sommer.
Unter den Vertretern der Bacteroidetes wiesen in der GréRenfraktion < 5um nur die Abundanzen der

Gattungen Pseudarcicella und Fluviicola stirkere Zusammenhinge zu den Umweltfaktoren auf. Ahnlich

wie einige Vertreter der Comamonadaceae korreliert die Haufigkeit von Pseudarcicella positiv mit der
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Nitratkonzentration (R? = 0,69). Fir die Gattung Fluviicola hingegen zeigte die statistische Analyse eine

positive Korrelation zum Biovolumen der Cryptophyta (R? = 0,70).

Die relative Abundanz der hgcl-clade, welche das Phylum Actinobacteria dominiert, zeigt keine
signifikanten Zusammenhdnge zu den hier einbezogenen Umweltparametern, die Abundanz dieser
Gruppe weist im Jahresverlauf und zwischen den Untersuchungsstellen im Vergleich zu anderen Gruppen
auch nur geringe Schwankungen auf. Auch unter den relevanten Taxa der Verrucomicrobia gab es keine
Korrelationen mit R?>0,65. Fur die relative Haufigkeit der Opitutae zeigte die Analyse eine positive
Korrelation zur Acetatkonzentration (R>=0,61) und negative zur Wassertemperatur (R?=-0,61). Die

Abundanz der Verrucomicrobiae korrelierte dagegen positiv mit der Mangankonzentration (R? = 0,65).

Unter den Cyanobacteria korrelieren die Abundanzen der Subsection | positiv mit dem pH-Wert (R? = 0,53)
und der Globalstrahlung (5-Tages-Mittel im Vorfeld der Probenahme, R? = 0,68). Diese Gruppe umfasst
vorwiegend Vertreter des autotrophen Picoplanktons, fir die auf Grundlage mikroskopischer
Quantifizierung ebenfalls statistische Zusammenhidnge zu Umweltparametern untersucht wurden.
Positive Korrelationen zu pH-Wert und Globalstrahlung wurden auch dort festgestellt, jedoch waren
dariiber hinaus auch u.a. Wasser- und Lufttemperatur wesentliche Einflussfaktoren fiir die Abundanz des
APP, die auf Grundlage der Sequenzierungsergebnisse nicht auftreten. Fiir die Gattung Synechocccus

bestand eine deutlich positive Korrelation zur Chlorophyll a-Konzentration.

Vor allem fiir einige Gattungen der Bacteroidetes und Betaproteobacteria ist eine vorwiegend
partikelassoziierte Lebensweise bekannt, Abbildung 72 zeigt die Korrelationen der Sequenzanteile
verschiedener Gattungen in der GroRenfraktion >5um. Die statistische Auswertung fir diese
GroRenfraktion basiert auf lediglich 12 Proben aus dem Jahr 2013. Wesentliche Gattungen der
Comamonadaceae zeigen in diesem Datensatz deutlichere Korrelationen zu den Umweltparametern, so
korrelieren die Sequenzanteile von Limnohabitans deutlich negativ mit DIC, DOC und DTC (R? =-0,87; 0,79
und 0,87) und die von Acidovorax positiv mit Chlorophyll a (R?=0,79). Die Sequenzanteile von
Aquabacterium korrelieren wie in der Fraktion <5 um positiv mit der Sulfatkonzentration (R?=0,72),
dariber hinaus besteht in der GroRenklasse >5um auch zur Nitratkonzentration ein positiver
Zusammenhang (R? = 0,76). Die negative Korrelation von Polynucleobacter mit der DIC-Konzentration ist
in dieser GroRenfraktion stirker ausgepragt (R?=-0,85), positive Zusammenhdnge mit Wasser- und
Lufttemperatur (R?=0,67 bzw. 0,71) sind dariber hinaus nur in dieser GroRenfraktion signifikant

ausgepragt (p< 0,01). Die relativen Abundanzen von C. Methylopumilus korrelieren deutlich negativ mit
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DOC und DTC (R? = 0,86 und 0,84), ein negativer Zusammenhang zur Chlorophyll a-Konzentration ist in der
GroRenklasse > 5 um nicht ausgepragt. Fiir die Bacteroidetes wurden unter den frei lebenden Bacteria nur
flr Pseudarcicella und Fluviicola Zusammenhange zu Umweltparametern nachgewiesen, in der
GroRenfraktion > 5 um dagegen korrelieren die relativen Abundanzen von Sediminibacterium positiv mit
Lufttemperatur und Globalstrahlung (R?=0,85 und 0,72) sowie die der Sphingobacteriaceae mit der

Chlorophyll a-Konzentration (R? = 0,84).

Alphaproteobacteria haben in der GroRenfraktion >5 um generell geringere Sequenzanteile, dariber
hinaus sind die saisonalen Schwankungen weniger ausgepragt. Daher sind Korrelationen der Vertreter in
der Fraktion >5 um, z.B. von C. Pelagibacter und Roseomonas zur Mangankonzentration, die in der
anderen GroRenklasse nicht auftreten, eventuell nicht sicher interpretierbar. Ahnliches gilt
moglicherweise fiir die Vertreter der hgcl-clade, die als freilebende Ultramicrobacteria beschrieben
werden und deren Sequenzanteile in der GréRBenfraktion > 5 um vergleichsweise gering sind. Im Ggensatz
dazu haben die vorwiegend fadigen Cyanobakterien der Subsections Il und IV in der GréBenfraktion > 5um
deutlich hohere Sequenzanteile. Die relativen Abundanzen der Subsection Ill (v.a. Limnothrix) zeigen hier
eine deutliche Korrelation zur Phosphatkonzentration (R? = 0,94), ein etwas weniger stark ausgepragter

Zusammenhang zwischen der Subsection IV (u.a. Anabaena) und der Sichtiefe (R? = 0,73).
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Abbildung 72: Darstellung signifikanter Korrelationen (p < 0,01, Korrelationskoeffizienten nach Pearson) von
Umweltparametern mit relativen Haufigkeiten ausgewahlter Taxa in der GroRBenfraktion > 5um, n=12
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Abbildung 73 zeigt die Korrelationen zwischen den Haufigkeiten der untersuchten Taxa (GroRenfraktionen
>5um und < 5pum). Starke positive Korrelationen, die auf dhnliche Umweltanspriiche der Gruppen
hindeuten kénnen, bestehen zwischen den Sequenzanteilen von Acidovorax (Betaproteobacteria) und
Roseomonas (Alphaproteobacteria) (R*=0,75), zwischen Polaromonas und Rhodoferax (beide
Comamonadaceae) (R2=0,66) und zwischen den unklassifizierten Comamonadaceae
(Betaproteobacteria) und Pseudarcicella (Bacteroidetes) (R* =0,64). Negative Korrelationen zwischen
Taxa, die durch sehr unterschiedliche Umweltanspriiche bedingt sein kénnen, waren insgesamt schwacher
ausgepragt. Die deutlichsten negativen Korrelationen bestanden zwischen der SAR 11 clade
(Alphaproteobacteria) und den unklassifizierten Comamonadaceae (R? =-0,59) sowie zwischen der hgcl-

clade (Actinobacteria) und Aquabacterium (Betaproteobacteria) (R? = -0,57).
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Abbildung 73: Darstellung signifikanter Korrelationen (p < 0,01, Korrelationskoeffizienten nach Pearson) zwischen
relativen Haufigkeiten ausgewahlter Taxa in der GroRenfraktion <5um
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3.7 Die bakterielle Diversitat anhand von DGGE und Klonierung

3.7.1 Klonierung und Zuordnung von DGGE-Banden

Die bakterielle Diversitait der Wasserproben wurde mittels DGGE anhand eines 177 bp langen
Teilfragmentes der 16S rDNA untersucht. Erganzend dazu wurde aus einer Probe (Entnahmestelle, April
2013, <5 um) ein deutlich langeres Fragment (1506 bp) kloniert und sequenziert (Abbildung 74). Da der
fir die DGGE verwendete DNA-Abschnitt in diesem klonierten Fragment enthalten ist, kénnen in einer
DGGE das entsprechende Fragment der sequenzierten Klone gemeinsam mit Wasserproben aufgetrennt

und die Signale der Klone denen in den Proben zugeordnet werden.

TPU1 (8-27) A92R (1492-1514) APbildung 74:
= om— R Schematische Darstellung
H, ..
3A1FGC ?518 der f.ur DGGE und
(341-357) (501-513) Klgnlerung v?rw?ndeten
Fragment fiir Primerkombinationen und
Auftrennungim DGGE-Gel resultierender DNA-
177 bp Fragmente; kursiv:
Fragment for Klonierung und Sequenzierung Bindeposition der Primer
1506 bp in der 16S rDNA;

bp=Basenpaare

Ein Ziel dieser ergdnzenden Klonierung war die Uberpriifung der Abbildung der bakteriellen Diversitit
durch die DGGE in Hinblick darauf, ob einzelne Signale ausschlieRlich bestimmte Gattungen oder Arten
reprasentieren bzw. ob mehrere Signale durch eine taxonomische Einheit gebildet werden. Diese
Untersuchung ist auch durch Sequenzierung der aus dem Gel entnommenen Signale moglich, aufgrund
der begrenzten Linge der fur die Auftrennung geigneten DNA-Fragmente kann mittels Klonierung aber
deutlich mehr Sequenzinformation gewonnen und eine genauere taxonomische Zuordnung
vorgenommen werden. Insgesamt wurden 96 Klone untersucht. Die Auswahl erfolgte so, dass moglichst
viele verschiedene DGGE-Signale integriert werden konnten und stellt somit keine quantitativ fiir die
Probe reprasentative Zusammensetzung dar. Tabelle 26 zeigt die Zuordnung von Banden der Probe (a-m)
zu den DGGE-Signalen der Klone auf gleicher Héhe im Gel und die taxonomische Identifikation der DNA-

Sequenz der Klone.
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Tabelle 26: Taxonomische Identifikation von DGGE-Banden der Probe E 04/2013 <5um nach Klonierung,
Sequenzierung und Vergleich der Laufhéhen von Banden der Klone und Banden der Probe

Bande |Taxonomische Zuordnung Klon Nr.

a Bacteroidetes;Flavobacteria,;Flavobacteriales;,Cryomorphaceae;Fluviicola; 23,32

b |Bacteroidetes;Flavobacteria;Flavobacteriales;Flavobacteriaceae;Flavobacterium; |46

c |Bacteroidetes;Flavobacteria;Flavobacteriales;Flavobacteriaceae;Flavobacterium,; |67
Bacteroidetes;Sphingobacteriia,Sphingobacteriales;Chitinophagaceae; 26, 39

q Sediminibacterium;
Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Comamonadaceae; 42,43, 65,100,
Limnohabitans; 106
Bacteroidetes;Sphingobacteriia;,Sphingobacteriales;Chitinophagaceae; 63,81, 88

. Sediminibacterium;
Proteobacteria;Betaproteobacteria;Methylophilales;Methylophilaceae; LD28 29 75
freshwater group; ’

; Proteobacteria;,Alphaproteobacteria,SAR11 clade;LD12 freshwater group; 84
Bacteroidetes;Flavobacteria;Flavobacteriales;Flavobacteriaceae;Flavobacterium,; |97

g |Bacteroidetes;Flavobacteria;Flavobacteriales;Flavobacteriaceae;Flavobacterium; %: ;(9)’ 24,66,

76,69, 294,47,

Bacteroidetes;Cytophagia,Cytophagales;,Cytophagaceae;Arcicella; 41,6,37,77,

h 78,20
Bacteroidetes;Flavobacteria;Flavobacteriales;Flavobacteriaceae;Flavobacterium; |5, 83

i Bacteroidetes;Cytophagia,Cytophagales;,Cytophagaceae;Arcicella; 9,61,99
Proteobacteria;Betaproteobacteria;Burkholderiales;Burkholderiaceae; 5g

j Polynucleobacter;
Actinobacteria;Actinobacteria;Frankiales;Sporichthyaceae;hgcl clade; 49,50, 36, 89,

56, 8,14,103,

k |Actinobacteria;,Actinobacteria;Frankiales;Sporichthyaceae;hgcl clade; 101, 64, 55,

I Actinobacteria;Actinobacteria;Frankiales;Sporichthyaceae;hgcl clade; 52

m |Actinobacteria;Actinobacteria;Frankiales;,Sporichthyaceae;hgcl clade; 105, 25

Die DGGE-Signale zweier abundanter Vertreter der Bacteroidetes, Arcicella und Flavobacterium zeigt

Abbildung 75.
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Bacteroidetes

Cytophagaceae; Arcicella Flavobacteriaceae; Flavobacterium

Kion 57 Bacteroidetes Arcicella Klon 66 Bacteroidetes Flawobacterium
~ Kion 60 Bacteroidetes Arcicella Klon 70 Bacteroidetes Flawobacterium

Kion 7 Bacteroidetes Arcicella Klon 24 Bacteroidetes Flavobacterium
-| Kion 71 Bacteroidetes Arcicella — Klon § Bacteroidetes Flavobacterium

Klon 88 Bacteroidetes Arcicella
Klon 9 Bacteroidetes Arcicella
-< Kion 99 Bactercidetes Arcicella
- Klon 61 Bacteroidetes Arcicella
Klon 4 Bacteroidetes Arcicella
Klon & Bacteroidetes Arcicella
| Kion 20 Bacteroidetes Arcicella
Klon 28 Bacteroidetes Arcicella
Klon 37 Bactercidetes Arcicella
Klen 41 Bacteroidetes Arcicella
Klon 47 Bactercidetes Arcicella
Klon 68 Bactercidetes Arcicella
Klon 76 Bactercidetes Arcicella
Klon 77 Bacteroidetes Arcicella
Klon 78 Bacteroidetes Arcicella

Klon 80 Bacteroidetes Flavobacterium
Kion 97 Bacterpidetes Flavobacterium
%
K

lon 17 Bacteroidetes Flavobacterium
lon 19 Bacteroidetes Flavobacterium
Kion 83 Bacteroidetes Flavobacterium
Kion 104 Bacteroidetes Flavobacterium
Klon 30 Bacteroidetes Flavobacterium

Klon 46 Bacteroidetes Flavobacterium

Klon 67 Bacteroidetes Flavobacterium

P

s
008

Abbildung 75: DGGE-Signale von Klonen der Bacteroidetes (Arcicella, Flavobacterium); X=klonierte Probe E <5um,
April 2013; Ausschnitte aus dem Maximum-Likelihood-tree auf Grundlage der Sequenzdaten des DGGE-Fragments
der als Arcicella bzw. Flavobacterium identifizierten Klone

Bande h wurde anhand der Signale der Klone 76, 69, 294, 47, 41, 6, 37, 77, 78, 20 als Arcicella
(Cytophagaceae) identifiziert, Klone 5 und 83 (Flavobacterium, Flavobacteriaceae) zeigen jedoch ein
DGGE-Signal auf gleicher Hohe. Dariiber hinaus weisen mehrere ebenfalls als Arcicella identifizierte Klone

DGGE-Signale auf anderer Hohe auf. Klone 99, 61 und 9 wurden zur Zuordnung von Bande i verwendet. In
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dieser Hohe gibt es kein DGGE-Signal von Klonen anderer Arten, Signale der Verrucomicrobia (Klone 74,
91) migrieren im Gel etwas unterhalb des entsprechenden Signals in der klonierten Probe (Abbildung 77).
Die unterschiedlichen Laufhohen der als Arcicella identifizierten Klone entsprechen den
Sequenzunterschieden zwischen den Klonen im DGGE-Fragment (Abbildung 75). Klone mit hoher
Sequenzidentitdt ergeben auch Banden auf gleicher Hohe im DGGE-Gel, so z.B. die Mehrheit der Klone
dieser Gattung 4, 6, 20, 29, 37,41, 47,96, 76, 77, 78. Auch fir Klone mit davon abweichender Laufhdhe ist
der Zusammenhang zur Sequenzidentitat eindeutig (Klone 7 und 71, 9 und 99, 57, 60, 86, 61).

Als Flavobacterium identifizierte Klone zeigen DGGE-Signale auf sehr unterschiedlichen Héhen im Gel, die
meisten Klone (17, 19, 24, 66, 70, 90) entsprechen der Hohe von Bande g. Die Zuordnung der Banden b
und c beruht jeweils nur auf dem DGGE-Signal eines einzelnen Klons (46 bzw. 67). Fir Bande c gibt es
jedoch unter den untersuchten Klonen kein weiteres DGGE-Signal auf dieser Hohe, bei Bande b tritt nur
ein Signal von Klon 102 (Limnohabitans, Betaproteobacteria) etwas oberhalb der zugeordneten Bande in
der klonierten Probe auf. Der Vergleich mit den Sequenzdaten des DGGE-Fragments zeigt ein Cluster der
Bande g entsprechenden Klone (sowie Klon 5). In diesem Falle weisen auch Klone mit
Sequenzunterschieden die gleiche Laufhéhe im Gel auf (66, 70 und 24 vs. 17, 19, 90). Zwei der dem
gleichen Cluster zugeordneten Klone (5 und 97) bilden jedoch abweichende DGGE-Signale. Klone mit
deutlich von Bande g entferntem DGGE-Signal (30, 46, 67, 104) zeigen auch groRere Sequenzunterschiede

zu den entsprechenden Klonen.

Abbildung 76 zeigt die Signale der Klone weiterer Vertreter der Bacteroidetes sowie Alpha- und

Betaproteobacteria.

Bacteroidetes Betaproteobacteria Alphaproteobacteria
Cryomor-  Chitinophaga-  Shingobacteria- Methylo- Comamonadaceae
phaceae; ceae; Sedimini-  les; NS11-12 philales Limnohabitans Albidiferax Polynucleo-

bacter LD12

Fluviicola bacterium marine group

Abbildung 76: DGGE-Signale von Klonen der Bacteroidetes, Betaproteobacteria und Alphaproteobacteria;
X=klonierte Probe E <5um, April 2013
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Bande a konnte eindeutig den DGGE-Signalen der als Fluviicola (Cryomorphaceae) identifizierten Klonen
23 und 32 zugeordnet werden. Die DGGE-Signale der Klone 63, 81 und 88 stiitzen die Identifikation von
Bande e der klonierten Probe als Sediminibacterium (Chitinophagaceae). Klone 22 und 75
(Methylophilales, Betaprotebacteria) zeigen jedoch ein Signal auf gleicher Hohe. Die Signale der Klone 26
und 39 (Sediminibacterium, Chitinophagaceae) weisen ebenso wie die der Klone 42, 43, 65, 100, 106
(Limnohabitans, Comamonadaceae) eine Position entsprechend Bande d der klonierten Probe auf. Die
Sequenzanteile der beiden Gattungen in der klonierten Probe sind gemdR den Ergebnissen der
Pyrosequenzierung ahnlich, sodass diese Zuordnung eine starke Unsicherheit aufweist. Die Sequenzen des
DGGE-Fragmentes fiir die Klone mit der Bande d entsprechenden Laufhdhe zeigen separate Cluster fiir die
Klone der beiden Gattungen Sediminibacterium und Limnohabitans, der ldentitat des DGGE-Signals liegt
damit keine Sequenzidentitat zugrunde. Innerhalb der Gattungen weisen Klone mit gleicher Laufhéhe im
Gel hohe Sequenzidentitaten auf (z.B. Limnohabitans 43, 65, 100, 106, bzw. 3, 11, 82; Sediminibacterium
26 und 39 vs. 63, 81, 88)

Polynucleobacter (Comamonadaceae) weist laut Pyrosequenzierung in der klonierten Probe
Sequenzanteile von 4 % auf, die Signale der entsprechenden Klone 10 und 40 zeigen jedoch nicht exakt die
gleiche Hohe wie entsprechende Banden in der Probe (etwas oberhalb Bande i), sodass keine Zuordnung
vorgenommen wurde. Die Bande von Klon 58 (Polynucleobacter) tritt auf gleicher Hohe mit Bande j auf,
wo jedoch auch die Signale von acht als hgc I - clade (Actinobacteria) identifizierten Klonen auftritt. Da die
Sequenzanteile der letzgenannten Gruppe in der klonierten Probe mit 12 % deutlich héher sind als die von
Polynucleobacter, reprasentiert Bande j in dieser Probe eher Vertreter der hgc | — clade.

Auf gleicher Hohe wie Bande f tritt das DGGE-Signal von Klon 84 auf, der als (LD12-clade/Candidatus
Pelagibacter, Alphaproteobacteria) identifiziert wurde. Kritisch bei dieser Zuordnung ist das Signal von
Klon 97 (Flavobacterium) auf dhnlicher Hohe. Die weiteren Klone der Alphaproteobacteria (13, 16, 48, 35)
wurden nicht fir eine Zuordnung verwendet, da die entsprechenden DGGE-Signale jeweils dhnliche
Laufhohen wie die von Klonen anderer Arten zeigen deren Sequenzanteile gemall den Ergebnissen der

Pyrosequenzierung in der klonierten Probe wesentlich héher sind.

Die Signale der Klone 79, 72 und 95 zeigen ein einheitliches DGGE-Signal und wurden als Albidiferax bzw.
Limnohabitans (Comamonadaceae) identifiziert, in der klonierten Probe ist die Bande auf der
entsprechenden Hoéhe nur sehr schwach erkennbar. Gleiches gilt fiir Klone 27, 38, 54 (NS12-11 marine
group, Sphingobacteriales). Entsprechend geringe Anteile der Vertreter dieser beiden Gruppen in der

klonierten Probe zeigten auch die Ergebnisse der Pyrosequenzierung.
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Die Zuordnung von Bande j zur hgc | - clade der Frankiales erfolgte anhand der Signale der Klone 49, 50,
36, 89, 56, 8, 14, 103, fur die Banden k Klone 101, 64, 55, Bande | (Klon52), Bande m (Klone 105 und 25).
Die Klone der hgc-I-clade zeigen DGGE-Signale auf unterschiedlichen HGohen, jedoch alle deutlich im

unteren Bereich des DGGE-Profils, wo kaum Signale von Klonen anderer Arten auftreten (Abbildung 77).

Verruco- Actinobacteri
microbia ctinobacteria
Opitut Hlumato-
pitutae; il ; . . b . .
vodinHAE Frankiales; Sporichthyaceae; hgcl clade; ( Klg;t;rl) Klon 25 Actinobacteria hgel clade

Klon 84 Actinobacteria hgel clade
Klon 101 Actinobacteria hgcl clade
Klen 55 Actinobacteria hgel clade
Kion 105 Actinobacteria hgel clade

Klon 52 Actinobacteria hgel clade
Klon 73 Actinobacteria hgcl clade
Klon 103 Actinobacteria hgcl clade
Klon 8 Actinobacteria hgcl clade
Klon 14 Actinobacteria hgcl clade
Klon 36 Actinobacteria hgel clade
Klon 49 Actinocbacteria hgcl clade
Klon 50 Actinobacteria hgel clade
Klon 58 Actinobacteria hgcl clade
Klon 89 Actincbacteria hgel clade

Abbildung 77: DGGE-Signale von Klonen der Verrucomicrobia und Actinobacteria; X=klonierte Probe E <5um,
April 2013; Ausschnitt aus dem Maximum-Likelihood-tree auf Grundlage der Sequenzdaten des DGGE-
Fragments der als hgcl-clade identifizierten Klone

Fir die Klone 8, 14, 36, 49, 50, 56, 89, 103, die ein identisches DGGE-Signal bilden, besteht auch eine hohe
Sequenzidentitat (geringe Abweichung fir Klon 103). Das gleiche gilt fir die Klone 55, 64 und 101.

Den Signalen der beiden als Vertreter der Verrucomicrobia identifizierten Klone entspricht kein
erkennbares Signal im DGGE-Pofil der klonierten Probe, was durch die geringen Sequenzanteile von 2 %

bedingt ist.

Die Auswertung der Sequenzdaten zeigt, dass DGGE-Fragmente verschiedener Sequenz die gleiche
Position im DGGE-Gel einnehmen konnen, was auch Uber Gattungsgrenzen hinweg moglich ist (z. B.
Limnohabitans und Sediminibacterium). Fir die statistische Auswertung (clusteranalyse) der DGGE-Profile
heilt das, dass in verschiedenen Proben auftretende gleiche Banden von Vertretern verschiedener
Gattungen stammen kénnen und aufgrund solcher Banden die Ahnlicheit von Proben zueinander
Uberschatzt werden konnte. Insbesondere bei haufigen Gattungen ist dieser Aspekt kritisch. Durch
Sequenzunterschiede im DGGE-Fragment kdnnen aber auch unterschiedliche DGGE-Signale von

Vertretern der gleichen Gattung gebildet werden (u.a. Arcicella, Flavobacterium, Limnohabitans, hgc-I-
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clade). In diesem Falle wird zwar die taxonomische Einordnung durch die DGGE-Banden nicht abgebildet,
jedoch beruhen die unterschiedlichen Signale auf vorhandenen Sequenzunterschieden, die

moglicherweise auch auf das Vorhandensein von Subpopulationen der Organismen hinweisen kénnen.

3.7.2 Bakterielle Diversitat im Jahresverlauf an den verschiedenen Untersuchungsstellen

3.7.2.1 Vergleich und Clusteranalyse der DGGE-Profile:

Die DGGE-Profile der beiden GréRenfraktionen < 5um und > 5um unterscheiden sich deutlich und werden
in der Clusteranalyse bis auf wenige Ausnahmen getrennten Clustern zugeordnet. Die Profile der
GroRenfraktion > 5um sind haufiger durch eine oder wenige Banden dominiert, vor allem im Frihjahr,
wobei es sich vorwiegend um die DNA der Chloroplasten eukaryotischer Algen handelt, von denen v.a.
Vertreter der Bacillariophyceae zur Friihjahrsmassenentwicklung typischerweise die Plankton-
gemeinschaft der Talsperre dominieren. In der GréRenfraktion < 5um hingegen zeigen viele Proben ein
diverseres Bandenmuster in dem nur selten einzelne Banden dominant auftreten. Die Ahnlichkeit
zwischen den Profilen ist in der Fraktion < 5um hoher, wozu vor allem die Banden der hgcl-Gruppe im
unteren Drittel der Gele beitragen (Banden j-m), aber auch die Banden d und f, die in der Gberwiegenden

Mehrheit der Proben auftreten.

Abbildung 78 zeigt die DGGE-Profile der bakterielle Diversitat in der GroRenfraktion > 5um: Im Friihjahr
2013 (April) weisen die DGGE-Profile der Probenahmestellen F, H und S jeweils eine dominante Bande auf
gleicher Hohe auf, die im entsprechenden Profil der Entnahmestelle jedoch nicht vorrangig in Erscheinung
tritt, statt dessen weist das Bandenmuster hier eine deutlich hohere Diversitat mit untereinander dhnlich
starken Banden auf. Zwei Wochen vor der Probenahme im Juni 2013 fiihrten starke Niederschlage zu
einem vermehrten Eintrag von Sedimenten in das Gewasser. Vor allem an den Untersuchungsstellen H
und S zeigt sich fiir die Probenahme im Juni ein deutlicher Umbruch in den DGGE-Profilen im Verleich zum
Vormonat, beide sind durch zwei neu auftretende Banden dominiert. Diese treten an der Entnahmestelle
jedoch nicht in Erscheinung, dort dhnelt das Profil noch starker dem des Vormonats. In den beiden
folgenden Monaten Juli und August weisen jedoch alle drei Probenahmestellen der Hauptsperre starke
Ahnlichkeit untereinander auf, wobei sich die Profile zwischen Juni und August deutlich unterscheiden.
Am Jahresende zeigen die Proben des Monats November fiir die einzelnen Untersuchungsstellen eine
abnehmende Anzahl Banden in FlieRrichtung. Wahrend in der Vorsperre noch ein diverses Bandenmuster

auftritt, ist das entsprechende Profil der Entnahmestelle durch eine einzelne Bande dominiert.
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Die DGGE-Profile der Friihjahrsproben 2014 (Mérz, April) der Hauptsperre sind gekennzeichnet durch
jeweils eine dominante Bande an den Untersuchungstellen H und S. An der Entnahmestelle treten die
gleiche und eine weitere Bande dominant in Erscheinung. In den drei Proben von Mai bis Ende Juni weisen
die Bandenmuster der Stellen H und E jeweils eine dominante Bande auf gleicher Héhe auf, die in der

dazwischenliegenden Probenahmestelle S jedoch nur Anfang Juni dominant auftritt.
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2013

Abbildung 78:
Normalisierte DGGE-
Profile der
bakteriellen
Diversitat
GroRenfraktion >5um
an den Probenahme-
stellen in
FlieRrichtung
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Im Jahr 2015 &hneln sich die DGGE-Profile der bakteriellen Gemeinschaft >5um der beiden
Untersuchungsstellen S und E stark Uber alle untersuchten Monate hinweg. Die Proben der
Untersuchungsstelle H weisen bis Juni starke Ahnlichkeiten zu den beiden stromaufwirts gelegenen
Probenahmestellen auf. Ab Juli tritt deutliche Steigerung der Diversitat des Bandenmusters an allen drei
Stellen der Hauptsperre auf, dabei zeigen sich vor allem in der Intenstat der jeweiligen Banden erstmals
deutlichere Unterschiede zwischen H einerseits und S und E andererseits. Im August dhneln sich die Profile
der drei Stellen wieder sehr stark, wahrend im September erneut H mehr Unterschiede zu den beiden
stromaufwarts gelegenen Stellen aufweist. In der Vorsperre Forchheim dominieren in den
Frihjahrsproben andere Banden die Profile als in den Probenahmestellen der Hauptsperre. Die
beschriebene Steigerung der Diversitdat des Bandenmusters tritt hier bereits einen Monat zuvor, im Juni

auf.

In den Clusteranalysen bilden die DGGE-Profile der bakteriellen Gemeinschaft > 5um vorwiegend saisonale
Cluster, wobei zu einem Zeitpunkt haufig die drei Probenahmestellen der Hauptsperre groRere
Ahnlichkeiten untereinander aufweisen als zur Vorsperre. Teilweise treten jedoch auch gréRere
Ahnlichkeiten zwischen der Vorsperre und der in FlieBrichtung nichstgelegenen Probenahmestelle der
Hauptsperre H auf.

Die Clusteranalyse der Proben von 2013 (Abbildung 79) zeigt ein separates Cluster der Proben aus der
Vorsperre von Mai bis September, in dem nur die Probe von Mai der Stelle S mit enthalten ist. Die
Frihjahrsproben der Entnahmestelle (April, Mai) bilden ein separates Cluster, wahrend im Juni und Juli
alle drei Probenahmestellen der Hauptsperre jeweils ein gemeinsames Cluster bilden. Die in FlieRrichtung
erste Probenahmestelle der Hauptsperre weist im September mehr Gemeinsamkeiten mit der in
FlieRrichtung folgenden Stelle S auf, im Oktober bildet sie jedoch ein Cluster mit Proben der Vorsperre
(Oktober und November). Die letzten Proben der Saison (November und Dezember) bilden ein Cluster mit

den April-Proben aller anderen Probenahmestellen, hier spielt eventuell die Vollzirkulation eine Rolle.

Fir die Proben von 2014 ergab die Analyse vorwiegende saisonale Cluster, die sich dabei nach den
Probenahmestellen F und H (Vorsperre und Vorbecken) sowie S und E (stromaufwarts der
Unterwasserstaumauer und Entnahmestelle) aufgliedern (Abbildung 80). Nur zur Frihjahrs- und
Herbstzirkulation (Marz, April, November) bilden alle drei Probenahmestellen der Hauptsperre ein
gemeinsames Cluster. Die Probenahmestellen in der Vorsperre und im Vorbecken der Hauptsperre (H)

clustern im Hochsommer (Ende Juni, Juli, August und September). In diesem Cluster treten auch Friihjahrs-
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und Frthsommerproben der Vorsperre auf, was ein Hinweis auf einen Eintrag dominanter Arten aus der
Vorsperre (F) ins Vorbecken (H) sein kann. Im Herbst treten wieder getrennte Cluster der Proben aus

Vorsperre und Vorbecken (F und H) einerseits sowie der Proben in FlieRrichtung oberhalb (S und E) auf.

Im Frihjahr (Méarz und April) 2015 bilden die Proben aus der Vorsperre ein separates Cluster, ebenso wie
die entsprechenden Proben aus dem Bereich vor der Unterwasserstaumauer in der Hauptsperre (H)
(Abbildung 81). Die beiden anderen Probenahmestellen der Hauptsperre in FlieRrichtung oberhalb der
Unterwasserstaumauer (S und E) bilden dagegen in diesem Zeitraum ein gemeinsames Cluster. Fir die
folgenden beiden Monate Mai und Juni werden die Proben aller drei Probenahmestellen der Hauptsperre
einem gemeinsamen Cluster zugeordnet. Im Juli sowie im September zeigt die Clusteranalyse im
Unterschied dazu deutliche Ahnlichkeit zwischen den jeweiligen Proben aus der Vorsperre und der in
FlieRrichtung nachstgelegenen Probenahmestelle (H) der Hauptsperre. Im August hingegen werden die
Proben aller vier Probenahmestellen einem gemeinsamen Cluster zugeordnet. Betrachtet man die Monate
Juli und August, so deuten die Ergebnisse der Clusteranalyse moglicherweise auf ein pulsartiges
Aufkommen von Arten in der Vorsperre und eine folgende Verdriftung in die Hauptsperre hin. Dadurch
wirden wie beobachtet zunachst dhnliche DGGE-Profile zwischen Vorsperre und der in FlieRrichtung
nachstgelegenen Probenahmestelle der Hauptsperre (H) entstehen und im Folgemonat auch die Profile
der weiter stromaufwirts gelegenen Probenahmestellen entsprechende Ahnlichkeiten zu diesen

aufweisen.
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Abbildung 79: Ergebnisse der Clusteranalyse auf Grundlage der DGGE-Profile der bakteriellen Diversitat
fir die GréRBenfraktion >5um der Proben von 2013; Ahnlichkeitskoeffizienten der DGGE-Profile nach
Pearson, Clusterbildung nach UPGMA
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Abbildung 80: Ergebnisse der Clusteranalyse auf Grundlage der DGGE-Profile der bakteriellen Diversitat
fiir die GréRenfraktion >5um der Proben von 2014, Ahnlichkeitskoeffizienten der DGGE-Profile nach
Pearson, Clusterbildung nach UPGMA
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Abbildung 81: Ergebnisse der Clusteranalyse auf Grundlage der DGGE-Profile der bakteriellen
Diversitat fiir die GréRenfraktion >5um der Proben von 2015; Ahnlichkeitskoeffizienten der DGGE-
Profile nach Pearson, Clusterbildung nach UPGMA
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Die DGGE-Profile der frei lebenden Bakterien (GroRenfraktion <5 um) weisen im Unterschied zu denen
der Proben >5um stirkere Ahnlichkeiten untereinander auf (Abbildung 82). Vor allem im unteren Drittel
des Gels besteht eine starke Ahnlichkeit der Bandenmuster, wie aus der Klonierung und Zuordnung der
DGGE-Banden hervor geht (Kapitel 3.7.1), werden diese Banden vorwiegend durch Vertreter der hgcl-
clade (Actinobacteria) gebildet. Allgemein dhneln sich vor allem die Profile der Untersuchungsstellen H, S
und E, dies gilt insbesondere fiir die Proben ab Juni bis Jahresende. Die Profile deuten darauf hin, dass sich
bis zum Sommer die bakterielle Gemeinschaft etabliert und danach kaum noch Anderungen in der
Zusammensetzung der Population in diesen Proben auftreten. Das Bandenmuster der Proben aus der
Vorsperre unterscheidet sich deutlich von dem der Probenahmestellen in der Hauptsperre. Es gibt Gber
die Saison hinweg viele unter den Proben gleiche Banden, deren Intensitat jedoch im Verlauf des Jahres
deutlich schwankt. Eventuell sind vorwiegend Vertreter der gleichen Gattungen prasent, deren

guantitative Bedeutung im Jahresverlauf und je nach vorherrschenden Bedingungen variiert.

142



3 Ergebnisse

2013

2014

143

2015

Abbildung 82:
Normalisierte DGGE-
Profile der
bakteriellen
Diversitat der
GroRenfraktion

< 5um an den
Probenahmestellen
in FlieBrichtung




3 Ergebnisse

Die Clusteranalyse der nicht-assoziierten Bakterien fiir das Jahr 2013 zeigt sowohl saisonale als auch lokale
Gemeinsamkeiten zwischen den Proben (Abbildung 83). Im Friihjahr bilden die Proben der Hauptsperre
(April, Mai) und der Vorsperre (April bis Juni) jeweils separate Cluster, wobei die Mai-Probe der
Entnahmestelle keinem der beiden Cluster angehort. Fiir das tbrige Jahr ab Juli werden die Proben der
Stellen H und S einem gemeinsamen Cluster zugeordnet. Im vorangegangenen Monat Juni unterschieden
sich die Proben der beiden Stellen noch starker voneinander und die Probed der Stelle H wird in ein Cluster
mit Proben der Vorsperre eingeordnet wihrend die Juni-Probe von S gréRere Ahnlichkeit zu Proben der
Entnahmestelle des gleichen Zeitraumes aufweist. Die Proben der Entnahmestelle ab Juni clustern nah

beieinander mit Unterteilungen in Juni, Juli bis September und Oktober bis Dezember.

2014 clustern die Proben im Unterschied zu den anderen Jahren deutlich nach den Untersuchungsstellen
(Abbildung 84). Nur die Frihjahrsproben (Marz bis April bzw. Mai) der benachbarten Untersuchungsstellen
H und S werden einem gemeinsamen Cluster zugeordnet, fiir den Rest des Jahres bilden auch die Proben
dieser Stellen separate Cluster. Innerhalb der Cluster der Untersuchungsstellen tritt jeweils eine saisonale
Unterteilung in die Proben der ersten und der zweiten Jahreshalfte auf. Dies trifft wie beschrieben auf die
Proben von H (Marz bis Mai/April und Juni bis November) zu. Die Proben der Stelle S verhalten sich dhnlich,
mit dem Unterschied, dass die Proben von Mai und Anfang Juni ein separates Cluster bilden, welches naher
zu den Proben der Entnahmestelle zugeordnet wird. Fiir die Entnahmestelle clustern die Proben Marz bis
Ende Juni und davon abgesetzt die Proben von August bis November. Die Proben der Vorsperre Forchheim
bilden drei saisonale Untergruppen, von Marz bis Ende Juni, Juli und August sowie September bis
November. Die Proben aus dem Metalimnion der Entnahmestelle treten jeweils in von den Proben aus
2 m Wassertiefe getrennten Clustern auf, dabei bilden die Proben von Mai und Anfang Juni, Ende Juni bis

Auguste sowie September und Oktober.

Flr 2015 zeigt die Clusteranalyse eine deutliche saisonale Gruppierung der Proben (Abbildung 85). Die
oberste Verzweigung des Dendrogrammes teilt die Proben in die Jahresabschnitte Marz bis Juni und Juli
bis September auf. Fiir die Monate Juni bis September treten die Proben aller drei Probenahmestellen in
der Hauptsperre jeweils in einem Cluster auf. Wahrend die Proben aus der Vorsperre Forchheim von Marz
bis Juni noch ein separates Cluster bilden, werden die entsprechenden Proben aus den Monaten Juli bis
September deutlich ndher zu den jeweils zeitgleichen Proben aus der Hauptsperre zugeordnet. Dies
koénnte auf eine Verdriftung von Arten in FlieBrichtung aus der Vorsperrre in die stromabwarts gelegenen
Talsperrenkompartimente im Jahresverlauf hindeuten. Im Marz bilden die beiden Proben in FlieRrichtung

oberhalb der Unterwasserstaumauer S und E noch ein separates Cluster, wahrend spatere Proben dieser

144



3 Ergebnisse

Stellen (April und Mai) mit entsprechenden Proben von unterhalb der Unterwasserstaumauer (H) der
Monate Marz bis Mai clustern. Auch hierfir kénnte der Grund im Transport von Arten in FlieRrichtung
liegen. Die Untersuchung verschiedener Tiefenbereiche an der Probenahmestelle vor der Hauptstaumauer
zeigte, dass haufig die Proben aus dem Epilimnion (2m) und dem Metalimnion eines
Probenahmezeitpunktes in einem gemeinsamen Cluster auftreten (Mai, August, September). Die
Metalimnion-Probe von Juli bildet dagegen ein Cluster mit der entsprechenden Hypolimnion-Probe,
wahrend im August und September die beiden Proben aus dem Hypolimnion ein separates Cluster bilden.
Moglicherweise entwickelt sich die bakterielle Gemeinschaft im Hypolimnion mit langerandauernder

thermischer Schichtung zunehmend unabhangig von den oberen Wasserschichten.
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Abbildung 83: Ergebnisse der Clusteranalyse auf Grundlage der DGGE-Profile der bakteriellen Diversitat
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Pearson, Clusterbildung nach UPGMA
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Die mikrobielle Gemeinschaft der Proben > 5 um zeigt eine deutlichere saisonale Gruppierung als die der
Fraktion <5 um. Die ist hochstwahrscheinlich bedingt durch die ausgepragte Saisonalitat der
eukaryotischen Algen, die Bestandteil der Fraktion sind, aber auch die der assoziiert lebenden Bakterien.
Die Clusteranalyse beider GroRenfraktionen deutet drauf hin, dass eine Verdriftung von Arten aus der
Vorsperre in die Hauptsperre hin stattfindet, sodass haufig die Proben eines Zeitraumes der in
FlieRrichtung nacheinander liegenden Untersuchungsstellen F und H sowie S und E gemeinsame Cluster
bilden. Die Phytoplanktondynamik spielt auch daflir vermutlich eine entscheidende Rolle, wie der
Vergleich mit der Messungen des Gesamtchlorophylls zeigt: 2014 war die Chlorophyllentwicklung dhnlich
zwischen den Stellen F und H, sowie zwischen S und E, die DGGE-Profile (> 5 um) zeigen den gleichen
Trend. 2015 wurden die Chlorophyllmaxima bei S und E im Frihjahr erreicht, bei H und F jedoch im
Sommer, die DGGE-Profile zeigen dhnliche Zusammenhéange zwischen den Proben. 2013 dagegen zeigten
die Bandenmuster der DGGE-Profile > 5 um mehr Gemeinsamkeiten aller drei Probenahmestellen der
Hauptsperre (H, S, E) im Unterschied zu denen der Vorsperre. Die Chlorophyllentwicklung zeigte fur dieses
Jahr ein Sommermaximum an allen vier Untersuchungsstellen und in der Vorsperre dariber hinaus eine
starke Entwicklung im September.

Die Ergebnisse zeigen einen Einfluss der Populationsentwicklung in der Vorsperre auf weiter stromabwarts
gelegene Probenahmestellen der Hauptsperre. Damit findet in der Vorsperre nicht nur eine
Nahrstoffelimination durch Phytoplanktonwachstum und —sedimentation statt, sondern die sich dort
entwickelnde Phytoplankton- und Bakteriengemeinschaft ist auch relevant fir die Struktur der Algen- und

Mikrobenpopulation in der Hauptsperre und somit fiir die Bewirtschaftung der Talsperre.

Dartber hinaus kann die Clusteranalyse der Profile einer Probenahmestelle aller drei untersuchten Jahre
Hinweise auf die langerfristige Stabilitdt der mikrobiellen Gemeinschaft geben. So kann z.B. beantwortet
werden, ob es wiederkehrende dhnliche Profile zu bestimmten Jahreszeiten an den Untersuchungsstellen
gibt oder ob sich eher jedes Jahr eine neue bakterielle Gemeinschaft einstellt. Diese Fragestellungen
wurden mithilfe der Clusteranalyse aller Proben aus 2 m Wassertiefe der Entnahmestelle untersucht
(Abbildung 86). Die Proben der GroRenfraktion >5 um des Jahres 2013 treten kaum gemeinsam mit
Proben anderer Jahre in einem Cluster auf. Fiir dieses Jahr bestanden deutliche meteorologisch bedingte
Unterschiede zu 2014 und 2015. 2013 war aufgrund der langanhaltenden Eisbedeckung gefolgt von einer
schnellen Erwarmung des Wasserkorpers die Frihjahrzirkuation mit ca. 14 Tagen stark verkirzt und fand
ca. einen Monta friher statt als in den anderen beiden Jahren. Anfang Juni 2013 trat zudem ein
Starkregenereignis auf. Fiir 2013 bilden nur die Proben des Monats Juni ein Cluster mit denen von Mai und

Juni der Jahre 2014 und 2015, dariber hinaus wurden die Proben von November und Dezember 2013 in
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ein gemeinsames Cluster mit August 2015 eingeordnet. Die Phytoplanktonanalyse der Proben erklart die
Ahnlichkeiten zwischen den Proben der unterschiedlichen Jahreszeiten nicht, im August 2015 dominierten
Fragilaria crotonensis, Chrysochromulina parva sowie Aphanothece sp. und Cyanodictyon sp., im Nov 2013
hingegen traten Aulacoseira subarctica, Tychonema und Woronichinia naegeliana auf. Zur Ahnlichkeit
zwischen der Novemberprobe 2014 und den Friihjahrsproben der Jahre 2014 und 2015 tragt vermutlich
eine fiir November untypische Entwicklung von Aulacoseira subarctica bei, die auch dominant zur
Frihjahrsmasssentwicklung auftritt. Haufiger treten gemeinsame saisonale Cluster der Jahre 2014 und
2015 auf: Dies gilt z.B. fur die Friihjahrsproben (Marz und April) der beiden Jahre sowie die
Frihsommerproben (Mai und Juni). In der GroRenfraktion < 5 um unterscheiden sich die Proben von 2013
nicht so deutlich von denen der anderen Jahre, es gibt z.B. ein Sommer- und Herbst-Cluster mit Proben
aller drei Jahre. Wahrend die Friihjahrsproben der Fraktion >5um von 2014 und 2015 in ein gemeinsames
Cluster geordnet wurden, bilden die entsprechenden Proben der Fraktion <5 um jeweils jahresweise
separate Cluster. Fiir 2013 und 2015 fallen jeweils nur die ersten drei Monate der Saison in dieses Cluster
und die Ubrigen Proben des jeweiligen Jahres sind davon deutlich abgesetzt. Fiir 2014 tritt die Mehrheit
der Proben in einem gemeinsamen Cluster auf, innerhalb dessen zwischen den Proben von Marz bis

Anfang Juni sowie Ende Juni bis August stirke Ahnlichkeiten bestehen.

Saisonale Ahnlichkeiten und Unterschiede zwischen den Proben der verschiedenen Jahre sind fiir die
beiden GroRenfraktionen deutlich verschieden. Dies ist besonders auffallig fiir die Friihjahrsmonate, in
denen starkere jahresiibergreifende Bezlige fiir die GroRenfraktion >5 um bestehen, was eventuell durch
die wiederkehrende Dominanz bestimmter Diatomeen-Arten zur Frithjahrsmassenentwicklung zu erklaren
ist. Dariiber hinaus zeigte die Clusteranalyse nur teilweise jahresiibergreifend Ahnlichkeiten zwischen den
Proben, abschlieRend kann diese Fragestellung jedoch anhand des begrenzten Untersuchungszeitraum
von drei Jahren die zudem deutliche meterologische Unterschiede aufwiesen (extrem spéater Eisaufbruch
2013, keine Eisbedeckung Winter 2013/2014, Sommerhochwasser Juni 2013, auBergewdhnlich trockenes
Frihjahr 2015) nicht beantwortet werden. Dadurch konnte nicht ermittelt werden, ob bei dhnlichen

Ausgangsbedingungen dhnliche Populationszusammensetzungen auftreten.
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151



3 Ergebnisse

Die Clusteranalysen der DGGE-Profile der anderen Untersuchungsstellen zeigen dhnliche saisonale Trends
wie die der Entnahmestelle (s. Anlage A3). Flr die Proben aus der Vorsperre wurden haufiger Cluster
gebildet, die Proben der verschiedenen GroRenfraktionen enthalten, in FlieRrichtung nimmt die Anzahl
dieser Proben deutlich ab. Moglicherweise zeigt dies, dass die Gemeinschaft der frei lebenden Bakterien
in der Vorsperre mehr variiert als im Hauptbecken der Talsperre und groRere Ahnlichkeiten zu den

partikelassoziierten Bakterien bestehen.

Fir einzelne Proben wurden an der Entnahmestelle die DGGE-Profile aus Epi-Meta- und Hypolimnion
verglichen. Wie Abbildung 87 zeigt, bestehen fiir beide GréRenfraktionen starke Ahnlichkeiten in der
bakteriellen Gemeinschaft der unterschiedlichen Zonen im geschichteten Gewadsser, die Profile eines
Probenahmezeitpunktes weisen viele gemeinsame Banden auf, die sich jedoch z.T. in ihrer Intensitat
unterscheiden. Im August zeigen die Profile aus dem Hypolimnion fiir beide GréRenfraktionen starkere

Unterschiede zu denen aus Epi- und Metalimnion.

<5 um =5 um

07 08 09 o7 08 09
Abbildung 87: DGGE-Profile der
bakteriellen Gemeinschaft an der
Entnahmestelle im Jahr 2015;
E=Epilimnion (2m), M=Metalimnion
(Juli: 9,5m; August: 10,5m; September:
11,5m), H=Hypolimnion (20m)
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3.7.2.2 NMDS und Einfluss von Umweltparametern

Fiir die GroRenfraktion > 5 um zeigt die Auftragung der Proben in der NMDS nach Probenahmestellen,
dass sich in den Jahren 2013 und 2014 die Proben aus der Vorsperre Forchheim von denen der
Probenahmestellen in der Hauptsperre separieren (Abbildung 88 A, C). Fiir das Jahr 2015 gilt dies jedoch
nicht (Abbildung 88 E). 2014 bilden die Proben der beiden stromaufwarts der Unterwasserstaumauer
gelegenen Probenahmestellen E und S zumeist eine gemeinsame Punktwolke, wahrend die Proben der
Stelle H in der NMDS davon abgesetzt und ndher zu denen der Vorsperre platziert wurden. 2013 dagegen
liegt ein Grofteil der Proben der Entnahmestelle abgesetzt von den Proben der beiden anderen
Probenahmestellen der Hauptsperre. 2015 unterscheidet sich die Verteilung deutlich von den anderen
beiden Jahren, es ist kein Muster in der Auftragung nach Probenahmestellen erkennbar (Abbildung 88 E),
dafiir zeigt die Auftragung nach Probenahmezeitpunkten ein deutliches saisonales Muster (Abbildung
88 F). Auch 2014 ist eine saisonale Auftrennung zwischen den meisten Friihjahrs- und Frihsommerproben

und den Proben der Sommer- und Herbstmonate erkennbar (Abbildung 88 D).
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Abbildung 88: NMDS auf Grundlage der normalisierten DGGE-Profile der bakteriellen Diversitat der Proben 2013
bis 2015, GroRenklasse >5um; 3-11= Monate Marz bis November

Die Korrelation der Bandenmuster mit chemischen, physikalischen und meteorologischen Daten zeigte fir

die einzelnen Jahre sowohl Gemeinsamkeiten als auch deutliche Unterschiede (Tabelle 27). Unter den

chemischen Parametern hatte die Ammonium-Konzentration in allen Jahren signifikanten Einfluss

(p < 0,05). Die Orthophosphatkonzentration korrelierte 2013 deutlich mit dem Bandenmuster (p < 0,01),
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was 2014 auf die Chloridkonzentration zutraf, 2015 hingegen auf die Konzentrationen an geldstem
organischen Kohlenstoff (DOC) und gelostem Gesamtkohlenstoff (DTC). 2013 zeigten sich darlber hinaus
statistische Zusammenhange zwischen den Konzentrationen an Nitrat und DOC (p < 0,05), sowie fiir Sulfat
im Jahr 2015. Fir die Proben des Jahres 2014 ergab die Analyse die deutlichsten statistischen
Zusammenhdnge zwischen den DGGE-Profilen und physikalischen Parametern wie Sauerstoff-
konzentration, Wassertemperatur und Sichttiefe sowie der Chlorophyll-a-Konzentration (p < 0,01). Fir die
Jahre 2013 und 2015 zeigten sich ebenfalls Korrelationen der DGGE-Profile zu Sauerstoffkonzentration und
Wassertemperatur, wahrend die Sichttiefe nur im Jahr 2013 einen deutlichen Zusammenhang aufwies.
Der pH-Wert zeigte nur zu den DGGE-Profilen der Proben von 2013 einen signifikanten Zusammenhang
(p < 0,05). Unter den meteorologischen Parametern, wie die Tagesmittelwerte bzw. -summen fir die 5
bzw. 10 Tage vor der jeweiligen Probenahme, zeigten die Mittelwerte der Boden- und Lufttemperatur in
den Jahren 2014 und 2015 einen deutlichen Zusammenhang zu den DGGE-Bandenmustern (p < 0,01).
2015 war dariiber hinaus die Globalstrahlung ein wesentlicher Einflussfaktor, wozu eventuell die
aulRergwohnlich trockenen Monate Monate Marz und Mai beitragen. Wahrend die Niederschlagssummen
vor den jeweiligen Probenahmen 2014 und 2015 keinen Zusammenhang zu den DGGE-Profilen zeigten,
ergab sich fiir diesen Parameter 2013 ein signifikanter Einfluss (p<0,05), was auf Auswirkungen der

Starkniederschlage im Juni dieses Jahres hindeuten kann.
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Tabelle 27: Korrelation der Umweltparameter mit den DGGE-Profilen der bakteriellen Diversitat
GroRenfraktion>5um 2013 bis 2015

2013 >5um 2014 >5um 2015 >5um
NMDS1[NMDS2| r2 (Pr(>r) NMDS1|NMDS2| r2 |[Pr(>r) NMDS1|NMDS2| r2 |[Pr(>r)
NH4-N -0.624 | -0.782 [0.249( 0.04 | * | 0.773 | -0.634 |0.132| 0.03 | * | 0.914 | -0.405 |0.313] 0.02 | *
0-PO4-P -0.997 | -0.078 [0.652 0.01 |**| -0.581 | -0.814 |0.087| 0.13 0.901 | -0.434 |0.063| 0.44
. |CL -0.884 | 0.467 [0.032| 0.74 -0.814 | 0.580 |0.444| 0.01 (**| -0.792 | 0.611 |0.201( 0.06
*é SO4_S -0.267 | -0.964 [0.213| 0.12 -0.983 | 0.184 |0.098| 0.1 | . | -0.184 [ 0.983 (0.323]| 0.03 | *
g NO3_N -0.624 | -0.782 [0.278| 0.04 | * | -0.894 | 0.448 |0.078| 0.21 -0.877 | 0.481 |0.230| 0.06
% Acetat -0.445 | -0.895 (0.161| 0.14 -0.593 | -0.806 [0.065| 0.24 -0.298 | -0.955 [0.123| 0.17
§ Mn_AAS 0.994 | 0.110 |0.124| 0.27 -0.092 | -0.996 |0.038| 0.38 -0.255 | 0.967 |0.057| 0.39
§ Fe_AAS 0.622 | -0.783 |0.073| 0.39 0.866 | 0.500 |0.048( 0.38 -0.864 | -0.503 [0.063| 0.41
° Ibic -0.706 | -0.708 [0.125| 0.26 0.117 | 0.993 |0.019( 0.77 -0.011 | -1.000 [0.031| 0.64
DOC -0.963 | -0.271 |0.280( 0.03 | * | 0.253 | -0.967 |0.063| 0.24 0.631 | -0.776 [0.261| 0.01 | **
DTC -0.897 | -0.442 |0.211| 0.09 | . | 0.495 | -0.869 [0.016| 0.7 0.526 | -0.851 [0.327| 0.01 |**
Sauerstoff (mg/l) -0.907 | -0.422 [0.325( 0.02 | * | -0.678 | -0.735 |0.268| 0.01 | **| -0.997 | -0.076 |0.265| 0.03 | *
° Sauerstoff (%) -0.814 | 0.581 |0.069| 0.45 -0.368 | -0.930 |0.133] 0.06 | . | 0.286 | 0.958 |0.043| 0.56
E % pH 0.095 | 0.995 [0.383| 0.02 | * | -0.942 | -0.337 [0.017| 0.67 0.723 | 0.691 [0.093| 0.24
K g Leitfahigkeit -0.942 | 0.335 [0.078| 0.43 -0.274 | 0.962 [0.120| 0.12 -0.872 | 0.489 |0.080| 0.41
2 E Wassertemperatur | 0.564 | 0.826 [0.426| 0.02 | * | 0.989 | 0.150 |0.234| 0.01 |**| 0.931 | 0.366 |0.669| 0.01 [**
= Chlorophyll a 0.023 | -1.000 |0.138| 0.29 0.401 | -0.916 |0.187| 0.01 [ **| -0.422 | -0.906 [0.054( 0.53
Sichttiefe 0.082 | 0.997 [0.478| 0.01 |**| -0.240 | 0.971 (0.484| 0.01 |**| 0.986 | 0.166 [0.166| 0.06
10-Tages-Mittel
Lufttemperatur 0.117 | 0.993 |0.063| 0.5 0.922 | 0.388 |0.314| 0.01 |**| 0.993 | 0.116 |0.570( 0.01 [**
10-Tages-Mittel
_ |Bodentemperatur 0.670 | 0.742 [0.260( 0.06 | . | 0.967 | 0.255 |0.348| 0.01 [**| 0.998 [ 0.071 [0.534| 0.01 |**
% 10-Tages-Summe
g Niederschlag 0.769 | -0.639 [0.229( 0.05 | * | 0.995 | 0.103 |0.075| 0.16 0.558 | -0.830 [0.041| 0.59
§ 10-Tages-Mittel
2 |Globalstrahlung -0.332 | 0.943 |[0.020] 0.82 0.998 | 0.060 [0.042| 0.33 0.812 | 0.584 (0.431]| 0.01 |**
B [5-Tages-Mittel
%0 Lufttemperatur 0.011 | 1.000 |0.061| 0.46 0.947 | 0.322 |0.341| 0.01 [**| 0.955 | 0.298 |0.484( 0.01 [**
5 |5-Tages-Mittel
% Bodentemperatur 0.606 | 0.796 [0.190| 0.11 0.971 | 0.238 [0.357| 0.01 |**[ 0.990 | 0.138 [0.557| 0.01 |**
€ 5-Tages-Summe
Niederschlag 0.826 | -0.563 [0.265( 0.03 | * | 0.970 | 0.241 |0.114| 0.07 | . | 0.637 | -0.771 [0.056| 0.53
5-Tages-Mittel
Globalstrahlung -0.384 | 0.923 |0.019( 0.85 0.988 | -0.157 |0.028]| 0.5 0.725 | 0.689 |0.418( 0.01 [**

*** = p-Value £0.001 ** =p-Value <0.01 * =p-Value <0.05.=p-Value <0.1
Abbildung 89 zeigt beispielhaft die Wirkrichtung ausgewahlter Umweltparameter fiir die mikrobielle

Gemeinschaft von Proben der GroRenfraktion > 5um.
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Abbildung 89: Projektion der Umweltparameter (vector fitting) in die Plots der NMDS der DGGE-Profile der
bakteriellen Diversitat: M5d: 5-Tagesmittel vor der jeweiligen Probenahme

Fiir die DGGE-Profile der frei lebenden Bakterien <5 um ergab die NMDS grundsatzlich dhnliche Trends
wie fir die Proben > 5um: In den Jahren 2013 und 2014 separiert die NMDS die Proben aus der Vorsperre
von denen aus der Hauptsperre, eine saisonale Clusterbildung ist nicht ausgepragt erkennbar (Abbildung
90 A-D). Innerhalb der Proben der Hauptsperre bilden 2013 die DGGE-Profile der Probenahmestellen H
und S ein Cluster, wahrend die Proben von der Entnahmestelle davon abgesetzt sind. 2014 dagegen liegen
die Proben der Stelle H zwischen denen aus der Vorsperre und den meisten Proben der Stellen S und E.
Eine Ausnahme bilden Proben der Entnahmestelle aus dem Tiefenbereich des Metalimnions, die abgesetzt
von den anderen Proben dieser Stelle im unteren Bereich des NMDS-Plots platziert wurden (Abbildung 90
C). 2015 zeigt sich ahnlich wie fir die GroRenfraktion > 5 um eher eine saisonale Auftrennung der Proben
in ein Frihjahrs- und Friihsommer-Cluster abgesetzt von den Proben der spateren Monate (Abbildung 90
F). Die Auftrennung nach Probenahmestellen, auch die Abgrenzung der Vorsperrenproben, ist nur noch

vereinzelt erkennbar (Abbildung 90 E).
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Abbildung 90: NMDS auf Grundlage der DGGE-Profile der Proben 2013 bis 2015, GroRenklasse <5um
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Als Umweltparameter mit signifikanter Korrelation zu den Bandenmustern ergab die statistische Analyse

vor allem physikalische Parameter fiir die Proben des Jahres 2014. 2015 spielten deutlich ausgepragt

meteorologische Parameter eine Rolle sowie einige physikalische Parameter, wahrend 2013 nur einzelne

chemische Parameter einen statistischen Zusammenhang zu den DGGE-Profilen zeigten (Tabelle 28).

Tabelle 28: Korrelation der Umweltparameter mit den DGGE-Profilen der bakteriellen Diversitat
GroRenfraktion<5um 2013 bis 2015

2013 <5um 2014 <5pm 2015 <5pm
NMDS1|NMDS2| r2 |Pr(>r) NMDS1|NMDS2| r2 |[Pr(>r) NMDS1[NMDS2| r2 (Pr(>r)
NH4-N 0.092 | -0.996 |0.068| 0.44 -0.605 | -0.796 |0.092| 0.18 0.703 | -0.711 (0.357| 0.02 | *
0-PO4-P 0.845 | -0.535 |0.256( 0.02 | * | 0.578 | -0.816 [0.018( 0.73 -0.267 | -0.964 [0.093| 0.22
e 0.635 | -0.772 |0.042| 0.66 0.527 | 0.850 |0.158| 0.02 | * | -0.984 | 0.179 [0.027| 0.67
‘é S04_S -0.059 | -0.998 [0.345| 0.04 | * | -0.821 | -0.570 |0.036| 0.43 -0.689 | 0.725 [0.005( 0.92
g NO3_N 0.276 | -0.961 |0.396( 0.02 | * | -0.547 | -0.837 (0.170( 0.03 | * | -0.638 | -0.770 [0.530( 0.01 |**
% Acetat 0.408 | -0.913 |0.102| 0.37 -0.807 | -0.591 [0.084| 0.14 -0.383 | 0.924 [0.065| 0.46
E Mn_AAS -0.700 | 0.714 [0.218| 0.06 -0.976 | -0.219 [0.030| 0.51 -0.688 | 0.726 [0.200( 0.07
E Fe_AAS -0.984 [ 0.178 [0.106| 0.33 0.979 | 0.204 |0.034| 0.5 -0.490 | 0.872 [0.119( 0.16
° |bic 0.656 | -0.755 |0.006| 0.92 0.993 | -0.114 |(0.272| 0.01 |**| 0.764 | 0.646 (0.237| 0.04 | *
DOC 0.894 | -0.448 |0.007| 0.9 -0.733 | 0.680 [0.073| 0.25 0.845 | -0.535 |0.003| 0.98
DTC 0.808 | -0.589 |0.007 | 0.87 0.837 | 0.547 |0.037| 0.51 0.855 | 0.518 |0.138| 0.17
Sauerstoff (mg/l) 0.234 | -0.972 |0.241| 0.08 -0.979 | 0.202 |0.406| 0.01 |**| -0.965 | 0.264 |0.517| 0.01 |**
o Sauerstoff (%) 0.718 | -0.696 |0.005| 0.97 -0.897 | 0.442 (0.324| 0.01 |**| -0.482 | 0.876 |0.291 0.02 | *
é g pH 0.349 | 0.937 |0.253| 0.02 | * | -0.303 | 0.953 |0.209| 0.01 |**| -0.232 [ 0.973 [0.380| 0.01 |**
E % Leitfahigkeit 0.897 | -0.443 |0.074| 0.46 0.998 | 0.068 [0.319| 0.01 |**| -0.504 | 0.864 [0.053| 0.47
E‘ § Wassertemperatur | -0.103 | 0.995 |0.376| 0.03 | * | 0.557 | 0.831 |0.117( 0.07 0.486 | 0.874 (0.434| 0.01 |**
. Chlorophyll a 0.017 | -1.000 |0.074 0.51 -0.951 | -0.309 [0.250| 0.01 |**| -0.820 | 0.572 |0.017| 0.75
Sichttiefe -0.334 | 0.943 [0.364| 0.01 |**| 0.942 | 0.336 |0.413| 0.01 |**| 0.461 | 0.887 |0.372] 0.01 [**
10-Tages-Mittel
Lufttemperatur 0.061 | 0.998 (0.049| 0.58 0.962 | 0.271 (0.088| 0.14 0.517 | 0.856 |0.539( 0.01 | **
10-Tages-Mittel
. Bodentemperatur -0.158 | 0.987 |0.235| 0.07 0.924 | 0.383 |0.113] 0.12 0.691 | 0.723 (0.642( 0.01 |**
% 10-Tages-Summe
% Niederschlag -0.562 | -0.827 |0.033] 0.71 -0.996 | -0.089 |0.008| 0.81 0.659 | -0.752 [0.561( 0.01 |**
E 10-Tages-Mittel
@ |Globalstrahlung 0.824 | -0.566 [0.004| 0.97 -0.526 | 0.851 [0.051| 0.42 -0.054 | 0.999 (0.192| 0.06
2 [5-Tages-Mittel
igo Lufttemperatur 0.350 | 0.937 [0.042| 0.62 0.976 | 0.219 (0.111| 0.07 0.183 | 0.983 |0.365( 0.01 | **
5 |5-Tages-Mittel
% Bodentemperatur | -0.109 | 0.994 |0.163| 0.15 0.926 | 0.378 (0.114| 0.12 0.554 | 0.833 |0.563( 0.01 | **
E 5-Tages-Summe
Niederschlag -0.375 | -0.927 |0.025] 0.78 0.917 | -0.400 |0.005] 0.91 0.770 | -0.638 [0.665( 0.01 |**
5-Tages-Mittel
Globalstrahlung 0.780 | -0.625 [0.007| 0.94 -0.755 | 0.656 |[0.069| 0.33 0.725 | 0.689 |0.418( 0.01 | **

*¥*¥ =p-Value £0.001 ** =p-Value £0.01 * =p-Value <£0.05.=p-Value <0.1
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3.8 Die Diversitdt der Alphaproteobacteria anhand von DGGE und Klonierung

3.8.1 Untersuchung der Diversitat der Alphaproteobacteria mittels Klonierung und DGGE

Die DGGE fiir Bacteria liefert erwartungsgemal sehr viele Banden, die eine genaue Zuordnung erschweren
oder unmoglich machen. Daher wurde die im Freiwasser abundante Gruppe der Alphaproteobacteria
separat analysiert. Zur Untersuchung der Alphaproteobacteria anhand der 16S rDNA mittels DGGE und
Klonierung wurden zwei fiir Alphaproteobacteria spezifische Primer (ADF681F bzw. R und 688F bzw. R) in
jeder moglichen Kombinationen mit je zwei fiir die Doméane Bacteria spezifischen Primern hinsichtlich ihrer
Eignung fiir die DGGE verglichen (Abbildung 91). Fir die weiteren Untersuchungen wurde anhand des
Gelbildes die DGGE mit den Primern A688R/341F_GC und einem denaturierenden Gradienten von 40-70 %
ausgewahlt und durch Sequenzierung von DGGE-Banden die Spezifitdt des Primers A688R Uberpriift

(Tabelle 29).

688F/ ADF681F/ ADFB81R/ 688R/
1055RGC 1055RGC 341FGC 341FGC

5t 1 2 345 61 723 45 12 345 12 34 5 5t

Abbildung 91: Vergleich
der DGGE-Profile von
PCR-Produkten aus vier
Primerkombinationen
zur Abbildung der
Diversitat der
Alphaproteobacteria;
1=NPO03/14

2=E009 /13
3=E103/14
4=E>5um03/14
5=E<5um03/14
6=NP 10/13

7 =E010/13

(NP= Netzzug, EO =
Sedimentfalle, E1 =
Sedimenthorizont 0 —

5 cm); Primer: ADF681F °
und ADF681R " [152];
A688R und A688F [112]
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Tabelle 29: Taxonomische Zuordnung der in Abbildung 91 markierten DGGE-Signale nach Datenbankabgleich mit
rdp bzw SILVA; alle nach rdp als SAR11 / C. Pelagibacter identifizierten Sequenzen entsprechen nach SILVA-

Klassifizierung SAR11 / clade IlI

taxonomische Zuordnung
Bande Subphylum Ordnung - Gattung Datenbank

20 A. SAR11;Candidatus Pelagibacter [100%] rdp
21 A. Caulobacterales;Caulobacteraceae;Caulobacter [98%] SILVA
22 A. Caulobacterales;Hyphomonadaceae [97%)] SILVA
23 A. Caulobacterales;Hyphomonadaceae;Hirschia [95%)] SILVA
24 A. Caulobacterales;Caulobacteraceae;Brevundimonas [99%) SILVA

Deltaproteobacteria;Myxococcales;Sandaracinaceae;Sandaracinus SILVA
25 D. [88%]
27 A. Rhodospirillales [95%] rdp
28 A. Alphaproteobacteria [95%)] SILVA
29 - (Sequenz stark Uberlagert, nicht auswertbar)
30 A. SAR11;Candidatus Pelagibacter [100%] rdp
31 - Bacteria [78%] SILVA
32 A. Caulobacterales;Hyphomonadaceae;Hirschia [91%)] SILVA
33 A. Rhodospirillales [94%] rdp
34 A. SAR11;Candidatus Pelagibacter [100%] rdp

Gemal} Datenbankabgleich erfasst der Primer A688 die Vertreter der Hauptgruppen der pelagischen

Alphaproteobacteria zu > 97 % mit Ausnahme der Rhodospirillales (90 %) und Rickettsiales (22 %) sowie

Vertreter der Deltaproteobacteria (s. Kapitel 3.5.2 Datenbankabgleich sequenzgleiche CARDFISH — Sonde

A688). Die Sequenzierung der aus dem Gel ausgeschnittenen DGGE-Signale bestatigt dies, alle

auswertbaren Sequenzen mit iber 90% Zuordnung zdhlten zu den Alphaproteobacteria, einer der Klone

wurde als Vertreter der Deltaproteobacteria identifiziert.

Fir die Klonierung zweier ausgewahlter Proben wurde der Primer A688R in Kombination mit dem fir

Primer TPU1 (16S rDNA Bacteria) verwendet, um die klonierten DNA-Abschnitte anschlieBend mit der

gleichen DGGE wie die Wasserproben analysieren zu kénnen (Abbildung 92).
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TPUL (8-27) 38R (670-688)
i i b

5
R <_
341FGC  ABB8R

(341-357) (670-688)

Fragment fiir Abbildung 92: Schematische Darstellung der fiir DGGE
Auftrennungim DGGE-Gel und Klonierung der Alphaproteobacteria
347 bp verwendeten Primerkombinationen und
Fragment fur Klonierung resultierender DNA-Fragmente; kursiv: Bindeposition
680 bp | der Primer in der 16S rDNA; bp=Basenpaare

Fir die Klonierung wurden beide GroRRenfraktionen der Probe von August 2014 von der Entnahmestelle (E
08/14) verwendet. Die Auswahl der Klone fiir die Sequenzierung erfolgte mittels DGGE fiir das in Abbildung
89 dargestellte Teilfragment des klonierten DNA-Abschnitts. Die Dominanz von C. Pelagibacter unter den
Alphaproteobacteria in SiBwasserokosystemen spiegelte sich auch in einer deutlichen Mehrheit
entsprechender Klone wider, wahrend Klone anderer Arten deutlich geringeren Anteil an den 55
untersuchten Klonen hatten. Dementsprechend wurden auch nicht alle erkennbaren Banden der

klonierten Probe durch einen Klon abgebildet.
Abbildung 93 zeigt die DGGE-Signale der der Probe August 2014 (Entnahmestelle, GroRenfraktion < 5um)

sowie der aus der Klonierung dieser Probe gewonnenen Abschnitte der 16S rDNA. Die jeweilige

taxonomische Zuordnung ist Tabelle 30 zu entnehmen.
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Sphingo-
mona- Rhodo-
daceae  bacteraceae
Deltaproteobacteria; vy e TSR
Desulfobacterales (64% .??, %E‘ g Esi B g
g &9 E‘ 8 g Acetobacteraceae
(Candidatus Pelagibacter) @ Bl R (Roseomonas)

Candidatus Pelagibacter
(61, 64, 66, 67,5, 7, 30,
112,116)

Deltaproteobacteria (15,

Sphingorhabdus (65, 140
Pseudorhodobacter (144,
Rhodobacter(138, 147, 159)

Rhodobacteraceae (123,
Hyphomonas (95,

Sphingopyxis (96)

Roseomonas (18, 63, 73,
80,109, 127,157,158, 6) |

Abbildung 93: DGGE-Profil und klonierte DNA-Fragmente fiir Alpha- und Deltaproteobacteria der Probe E 08/14
<5um
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Tabelle 30: Taxonomische Einordnung der klonierten 16S rDNA-Fragmente aus der Probe E 08/14 < 5 um nach
Datenbankabgleich mit rdp bzw SILVA; alle nach rdp als SAR11 / C. Pelagibacter identifizierten Sequenzen
entsprechen nach SILVA-Klassifizierung SAR11 / clade IlI; A. = Alphaproteobacteria, D = Deltaproteobacteria; Pro. =
Proteobacteria

Klon | Subphylum |Ordnung - Gattung Datenbank
5 A SAR11;Candidatus Pelagibacter [100%)] rdp
6 A. Rhodospirillales;Acetobacteraceae;Roseomonas [99%] SILVA
7 A SAR11;Candidatus Pelagibacter [99%) rdp
15 D. Bacteria;Proteobacteria;Deltaproteobacteria;SAR324 clade(Marine group B)
(86%] SILVA
18 A Rhodospirillales;Acetobacteraceae;Roseomonas [99%] SILVA
30 A. SAR11;Candidatus Pelagibacter [100%)] rdp
61 A. SAR11;Candidatus Pelagibacter [100%)] rdp
63 A Rhodospirillales;Acetobacteraceae;Roseomonas [99%)] SILVA
64 A. SAR11;Candidatus Pelagibacter [100%)] rdp
65 A. Sphingomonadales;Sphingomonadaceae;Sphingorhabdus [99%)] SILVA
66 A. SAR11;Candidatus Pelagibacter [100%)] rdp
67 A. SAR11;Candidatus Pelagibacter [100%)] rdp
73 A. Rhodospirillales;Acetobacteraceae;Roseomonas [99%] SILVA
75 A. SAR11;Candidatus Pelagibacter [96%)] rdp
80 A. Rhodospirillales;Acetobacteraceae;Roseomonas [100%)] SILVA
95 A. Caulobacterales;Hyphomonadaceae;Hyphomonas [99%)] SILVA
96 A Sphingomonadales;Sphingomonadaceae;Sphingopyxis [97%)] SILVA
109 A Rhodospirillales;Acetobacteraceae;Roseomonas [99%)] SILVA
112 A SAR11;Candidatus Pelagibacter [100%)] rdp
116 A. SAR11;Candidatus Pelagibacter [100%)] rdp
123 A. Rhodobacterales;Rhodobacteraceae;Pseudorhodobacter [97%] rdp
127 A. Rhodospirillales;Acetobacteraceae;Roseomonas [99%)] SILVA
138 A. Rhodobacterales;Rhodobacteraceae;Rhodobacter [97%)] SILVA
140 A. Sphingomonadales;Sphingomonadaceae;Sphingorhabdus [99%)] SILVA
144 - Unclassified; SILVA
147 A. Rhodobacterales;Rhodobacteraceae;Rhodobacter [97%] SILVA
157 A. Rhodospirillales;Acetobacteraceae;Roseomonas [99%] SILVA
158 A. Rhodospirillales;Acetobacteraceae;Roseomonas [99%)] SILVA
159 A. Rhodospirillales;Acetobacteraceae;Roseomonas [99%)] SILVA

Keine der durch die Klonierung erfassten unterschiedlichen Vertreter der Alphaproteobacteria bilden in

dieser DGGE Signale auf gleicher Laufh6he, sodass eine eindeutige Zuordnung der Signale in der klonierten

Probe moglich ist. Die Klone von C. Pelagibacter zeigen leicht abweichende DGGE-Signale, allen

gemeinsam ist aber eine deutlich hohere Bandenposition der Vertreter dieses Clusters gegeniiber allen

anderen hier erfassten Alphaproteobacteria. Diese Bandenpositionen stehen moglicherweise in

Zusammenhang mit einem selektionsbedingten (Stickstoff-Mangel) niedrigen genomischen GC-Gehalt fur
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marine Linien des SAR11-Clusters, der sich auch noch in den SiiBwasserlinien des Clusters erhalten hat
[153]. Klon 75 wurde in der Sequenzierung ebenfalls als C. Pelagibacter identifiziert. Das DGGE-Signal im
oberen Gelbereich ist jedoch nur schwach ausgepragt, dafiir tritt eine zweite Bande deutlich unterhalb der
ersten auf. Da die Sequenz keine Uberlagerung aufweist, ist vermutlich eine Verunreinigung des DGGE-

Amplifikats die Ursache fiir die untypischen Signale.

Im Gegensatz zu C. Pelagibacter treten die DGGE-Signale aller als Roseomonas identifizierten Klone am
weitesten unten im Gel auf. Der GC-Gehalt der Gattung wird mit 65-71% angegeben [154], was das spatere
Aufschmelzen der entsprechenden DNA-Fragmente im Gel erkldren kann. Im mittleren Bereich des Gels
treten die DGGE-Signale abundanter Vertreter der Alphaproteobacteria wie Rhodobacter,
Pseudorhodobacter, Hyphomonas und Sphingomonas auf. Ebenso wurde ein Vertreter der
Deltaproteobacteria durch die Klonierung erfasst (Klon 15). Dem DGGE-Signal des Klons 96 (Sphingopyxis)
konnte aufgrund der geringen Signalintensitat in der klonierten Probe keine Bande zugeordnet werden.

Fir die klonierten Sequenzen aus der GréRenfraktion >5 um der Probe E 08/14 traten ebenfalls die
charakteristischen Signale von C. Pelagibacter (Klone 33, 35, 52, 54) weit oben im DGGE-Gel sowie von
Roseomonas (Klone 34, 46, 50, 56, 57, 61, 63) im unteren Gelbereich auf (Abbildung 94, Tabelle 31). Es
wurden mehr Klone mit Signalen im mittleren Bereich des DGGE-Gels gewonnen, wobei fir einige
unterschiedliche zugeordnete Klone dhnliche Laufhéhen im DGGE-Gel auftraten. Die DGGE-Signale von
Hyphomonas (Klon 51) und Porphyrobacter (Klon 36) liegen nahe beieinander, kénnen aber noch gut
getrennt werden. Fir die Laufhdhe von Klon 37 (Rickettsiales) tritt in der klonierten Probe keine
ausreichend starke Bande auf, die eine Zuordnung darin ermoglicht, einem anderen Vertreter der

Rickettsiales (Klon 58) kann eine schwache Bande in der klonierten Probe zugeordnet werden.
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Candidatus
Pelagibacter
(54, 33, 35)

TA18(41)/
Rhizobiales (53)

Brevundimonas (38, 28)/
TA18(60)

Rickettsiales (58,27,
Rhizobiales (55)/
Rhodobacter(26)

(Rickettsiales (37))

Hyphomonas (51)
Porphyrobacter (36,

Roseomonas (50);
(34, 56,57, 61, 63)

Rhodospirillafes
(48, 46)

Abbildung 94: DGGE-Profile und klonierte DNA-Fragmente fiir Alpha- und Deltaproteobacteria der Probe E
08/14 >5 um

Die nicht als Alphaproteobacteria identifizierten Klone 60, 41 und 45 ergeben alle leicht abweichende
DGGE-Signale, dennoch wurden die Klone 60 und 41 beide der Klasse TA18 der Proteobacteria zugeordnet.
Fir Klon 45, der als Vertreter der Desulfuromonadales (clade A0839), identifiziert wurde, tritt im DGGE-

Profil der klonierten Probe kein fiir eine Zuordnung ausreichend starkes Signal auf.

Fast auf gleicher Hohe wie die eben genannten Klone treten auch Signale flr einen Vertreter der
Rhizobiales, clade A0839 (Klon 53) auf sowie Klone 28 und 38, die der Gattung Brevundimonas zugeordnet
wurden. Ein starkes Signal im Profil der klonierten Probe in diesem Bereich kann den als Brevundimonas
identifizierten Klonen zugeordnet werden, das Signal von Klon 60 tritt jedoch in gleicher Hohe auf. Klon 53
(Rhizobiales) sowie Klon 41 (TA 18) ergeben Banden leicht oberhalb dieses Signals und auf gleicher Héhe

mit einer schwachen Bande im Profil der klonierten Probe.
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Klon 55 wurde ebenso wie Klon 53 der Gruppe A0839 der Rhizobiales zugeordnet, beide Klone weisen aber
deutlich unterschiedliche DGGE-Signale auf. Das DGGE-Signal von Klon 55 liegt sehr nahe beim Signal von
Klon 26 der als Rhodobacter identifiziert wurde. Im Vergleich mit dem Profil der klonierten Probe
entspricht das Signal von Klon 55 einer starken Bande. Leicht darunter, im Bereich der Laufh6he von Klon
26 tritt im Profil der klonierten Probe kein deutlich erkennbares Signal auf. Fir die GroBenfraktion <5 um
konnte in diesem Bereich jedoch eindeutig ein starkes Signal in der Probe zu als Rhodobacter identifizierten
Klonen zugeordnet werden.

Im unteren Bereich des Gels treten die Banden der als Roseomonas (Rhodospirillales) identifizierten Klone
(50, 46, 34, 56, 57, 61, 63) auf, die bis auf die Klone 46 und 50 alle das gleiche DGGE-Signal zeigen. Die
DGGE-Bande der Mehrheit dieser Klone kdnnen eindeutig einer starken Bande in der klonierten Probe
zugeordnet werden, da keine weiteren DGGE-Signale treten in dieser Hohe auftreten. Klon 48 weist die
gleiche Laufhohe auf wie Klon 46 (Roseomonas), eine die ldentifizierung war aber nur bis zur Ordnung

Rhodospirillales moglich.
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Tabelle 31: Taxonomische Einordnung der klonierten 16S rDNA-Fragmente aus der Probe E 08/14 > 5 um nach
Datenbankabgleich mit rdp bzw SILVA; alle nach rdp als SAR11 / C. Pelagibacter identifizierten Sequenzen
entsprechen nach SILVA-Klassifizierung SAR11 / clade IlI; A. = Alphaproteobacteria, D = Deltaproteobacteria; Pro. =
Proteobacteria

taxonomische Zuordnung
Klon [Subphylum|Ordnung - Gattung Datenbank
26 A. Rhodobacterales[100%] Rhodobacteraceae[100%] Rhodobacter[93%)] rdp
27 A. Rickettsiales;Rickettsiales Incertae Sedis;[79%] SILVA
28 A. Caulobacterales[100%] Caulobacteraceae[100%] Brevundimonas[100%] rdp
33 A. SAR11[100%)] Candidatus Pelagibacter[100%] rdp
34 A. Rhodospirillales[100%] Acetobacteraceae[100%] Roseomonas[96%)] rdp
35 A. SAR11[100%)] Candidatus Pelagibacter[100%)] rdp
36 A. Sphingomonadales[100%)] Erythrobacteraceae[100%] Porphyrobacter[100%] rdp
37 A. Rickettsiales;Rickettsiales Incertae Sedis;Candidatus Captivus; [88%] SILVA
38 A. Caulobacterales[100%] Caulobacteraceae[100%] Brevundimonas[100%)] rdp
41 Pro.  |Bacteria;Proteobacteria; TA18;[84%] SILVA
45 D. Deltaproteobacteria;Desulfuromonadales;GR-WP33-58; [81%)] SILVA
46 A. Rhodospirillales; Acetobacteraceae;Roseomonas;(96%) SILVA
48 A. Rhodospirillales[95%] Rhodospirillaceae[89%] Dongia[51%] rdp
49 b. Deltaprt?teobacteria[100%] .Myxococcales[100%] Sorangiineae[100%)] e
Polyangiaceae[79%] Sorangium[61%]

50 A. Rhodospirillales[100%] Acetobacteraceae[100%] Roseomonas[97%)] rdp
51 A. Caulobacterales[100%] Hyphomonadaceae[100%] Hyphomonas[100%] rdp
53 A. Rhizobiales;A0839; [99%] SILVA
55 A. Rhizobiales;A0839; [100%] SILVA
56 A. Rhodospirillales[100%] Acetobacteraceae[100%] Roseomonas[94%)] rdp
57 A. Rhodospirillales[100%] Acetobacteraceae[100%] Roseomonas[96%] rdp
58 A. Rickettsiales;Rickettsiales Incertae Sedis;[80%] SILVA
59 D. Deltaproteobacteria;Bdellovibrionales;Bdellovibrionaceae;OM27 clade;[89%)] SILVA
60 Pro. Bacteria;Proteobacteria;TA18;[84%)] SILVA
61 A. Rhodospirillales[100%] Acetobacteraceae[100%] Roseomonas[89%] rdp
63 A. Rhodospirillales[100%] Acetobacteraceae[100%] Roseomonas[99%] rdp
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3.8.2 Die Diversitat der Alphaproteobacteria anhand denaturierender Gradienten-Gelelektrophorese

Die DGGE-Profile der Alphaproteobacteria in ausgewahlten Proben aus der Talsperre Saidenbach und der
Vorsperre Forchheim zeigen saisonale und lokale Unterschiede. Die Dominanz von C. Pelagibacter konnte
in allen untersuchten Freiwasserproben anhand des charakteristischen DGGE-Signals bestatigt werden.
Zur taxonomischen Identifikation von DGGE-Signalen wurden sowohl die Ergebnisse der Klonierungen als
auch die Sequenzierung von aus den Gelen ausgeschnittenen Banden verwendet. Abbildung 95 zeigt
ausgewahlte DGGE-Profile der Alphaproteobacteria der GroRenfraktion > 5um in Proben der
Entnahmestelle von 2013 bis 2015, die taxonomische Zuordnung der sequenzierten DGGE-Banden ist
Tabelle 32 zu entnehmen. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der Klonierung (Bande a) ergab die
Sequenzierung der Banden 20, 30 und 40 C. Pelagibacter. Auf der Hohe von Bande b wurden in der
Klonierung Signale fir Brevundimonas sowie flr Vertreter von TA 18 (Proteobacteria) gefunden, das DNA-
Fragment aus Bande 24 wurde Brevundimonas zugeordnet. Im Bereich von Bande c der klonierten Probe
traten Signale von als Rhizobiales und als Rhodobacter identifizierten Klonen auf. Die in diesem Bereich
liegenden Banden wurden den Gattungen Rhodobacter (45) bzw. Caulobacter (21, 46) zugeordnet. In der
Klonierung der Probe E 08/14 < 5um wurden Klone der entsprechenden Hoéhe als Rhodobacter identifiziert.
Die Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass mehrere abundante Vertreter der Alphaproteobacteria in
dieser DGGE Signale in einem dhnlichen Bereich bilden. Mehrere DGGE-Signale im mittleren Bereich des
Gels (42, 43, 49, 50, 52) wurden als Rhizobiales identifiziert, in diesem Bereich wurde kein Signal aus der
Klonierung zugeordnet. Die eindeutige Zuordnung der Bande d zur Gattung Hyphomonas aus der
Klonierung wird durch die Sequenzierung von Bande 5 sowie die Ergebnisse der Klonierung der Probe E
08/14 < 5um bestatigt. Auch die Zuordnungen der Banden f (Roseomonas) und g (Rhodospirillales) wurden
durch die Sequenzierung der Banden 33 bzw. 27 bestéatigt. Banden 23, 32 und 18 wurden der Gattung
Hirschia (Hyphomonadaceae) zugeordnet, die geringen Unterschiede in der Hohe der Signale kénnen auch
auf Ungenauigkeiten beim Normalisieren der DGGE-Gele zurilickgehen. Die Bandenmuster der Proben der
Entnahmestelle zeigen fir die Jahre 2013 und 2015 die hochste Diversitat der Alphaproteobacteria im
Frihjahr. 2014 weist neben den Profilen der Monate Marz und April auch das Bandenmuster von August
hohe Diversitat auf. Neben der in allen Proben deutlichen Bande im oberen Gelbereich (C. Pelagibacter),
zeigen die Profile ab den Sommermonaten im Bereich von Bande c bzw. 45/46 starkere Signale, die sowohl
auf die Gattungen Rhodobacter, Caulobacter oder Vertreter der Rhizobiales zurlickzufiihren sein kénnen.
Wahrend alle Freiwasserproben das Signal von C. Pelagibacter aufweisen, fehlt dieses in den beiden

Proben aus dem Sediment (Sedimentfalle EO und oberster Sedimenthorizont 0-5cm).
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Abbildung 95: Normalisierte DGGE-Profile der Alpha- und Deltaproteobacteria fiir Proben der Entnahme-stelle (2 m
Wassertiefe, GréRenfraktion >5um); a-g: Taxonomische Zuordnung der Signale nach Klonierung (Abbildung 94); 1-
53: Taxonomische Zuordnung der Signale durch durch Ausschneiden aus dem DGGE-Gel; EO = Sedimentfalle, E1 =
Sediment Horizont 0-5cm, NP = Netzzug Uber die gesamte Wassersaule
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Tabelle 32: Taxonomische Zuordnung der in Abbildung 95 markierten DGGE-Signale nach Datenbankabgleich mit
rdp bzw SILVA; A. = Alphaproteobacteria, D = Deltaproteobacteria; Pro. = Proteobacteria

taxonomische Zuordnung
Bande | Subphylum | Ordnung - Gattung Datenbank

1 D. Deltaproteobacteria;Myxococcales;mlel-27 [91%] SILVA
2 D. Deltaproteobacteria;Myxococcales;mle1-27 [83%)] SILVA
5 A. Caulobacterales;Hyphomonadaceae;Hyphomonas [88%] SILVA
18 A. Hyphomonadaceae;Hirschia [86%] SILVA
40 A. SAR11;Candidatus Pelagibacter [100%] rdp

42 A. Rhizobiales;Beijerinckiaceae [97%)] SILVA
43 A. Caulobacterales;Hyphomonadaceae;Hirschia [91%] SILVA
44 A. Sphingomonadales;Sphingomonadaceae;Sphingorhabdus [99%] SILVA
45 A. Rhodobacterales;Rhodobacteraceae;Rhodobacter[99%)] SILVA
46 A. Caulobacterales;Caulobacteraceae;Caulobacter [95%] rdp

47 A. Rhodobacterales;Rhodobacteraceae;Pseudorhodobacter [99%)] SILVA
48 A. Rhodobacterales;Rhodobacteraceae;Rhodobacter [97%] SILVA
49 A. Rhizobiales;Beijerinckiaceae [95%] SILVA
50 - Unclassified; SILVA
51 - Unclassified; SILVA
52 A. Rhizobiales;Beijerinckiaceae;alphal cluster [96%] SILVA
71 A. Rhizobiales;KF-JG30-B3 [95%] SILVA

Abbildung 96 zeigt beispielhaft die DGGE-Profile von Proben beider GroRenklassen von der
Entnahmestelle der Talsperre Saidenbach im Vergleich mit Proben der Vorsperre Forchheim. Die DGGE-
Profile der beiden Untersuchungsstellen weisen Gemeinsamkeiten auf, wie die deutliche Prasenz von C.
Pelagibacter in allen Proben, dariiber hinaus aber deutliche Unterschiede. So zeigen die Profile der Proben
aus der Vorsperre in der GroRenfraktion < 5 um eine hohere Diversitat der Alphaproteobacteria in diesem
Gewasser. In mehreren Teilbereichen der entsprechenden Profile treten Signale auf, die in den Proben der
Entnahmestelle weniger ausgepragt sind. Im oberen Drittel des Gels, im Bereich zwischen den als
Deltaproteobacteria und Sphingorhabdus identifizierten Banden, weisen alle Profile aus der Vorsperre in
wechselnder Intensitdt ein Signal auf, dem keines der Signale der Klone (Abbildung 93, Abbildung 94)

entspricht.

Im Bereich der ausgeschnittenen Bande 40 treten generell hdufig unscharfe Banden oder Doppelbanden
auf, u.a. die Klonierung der Probe E 08/14 > 5um und der Vergleich mit sequenzierten DGGE-Signalen hat
gezeigt, dass in diesem Bereich Signale verschiedener Alpha- und Deltaproteobacteria auftreten kénnen
(u.a. Rhodobacter, Rhizobiales, Desulfuromonadales). In dieser Probe wurde die Bande 40 den Rhizobiales

zugeordnet; in den aus der Klonierung erhaltenen DGGE-Signalen tritt in diesem Bereich ein Signal von

171



3 Ergebnisse

Pseudorhodobacter auf (Abbildung 93, Klon 144), welches der oberen Bande der beiden entsprechen
kénnte. Da in der klonierten Probe selbst kein zuzuordnendes Signal erkennbar war, ist keine exaktere
Ubertragung der Laufhéhe auf andere DGGE-Gele moglich. Auffillig ist dariiber hinaus ein gut
abgegrenztes Signal im unteren Drittel des Gels, welches anhand von Klon 96 (E 08/14 <5 um) als
Sphingopyxis identifiziert werden konnte. Wie die Profile der Proben zeigen, ist die Gattung in der
Vorsperre regelmaBig anzutreffen, im deutlichen Unterschied zur Entnahmestelle wo im entsprechenden
Gelbereich kaum Signale auftreten. Die Identifikation der Banden 24 und 25 als Pseudorhodobacter bzw.
Rhodobacter konnte nicht durch die Ergebnisse der Klonierung bestéatigt werden, da in diesem Bereich in
der klonierten Probe keine erkennbaren Signale auftreten. Die Sequenzierung der Banden 47 und 48
(Abbildung 95) in der gleichen Laufhohe ergab jedoch die gleiche taxonomische Zuordnung. Die beiden
Banden treten in der Mehrheit der Proben aus der Vorsperre in hoher Intensitdt auf, jedoch nur in

einzelnen Proben von der Entnahmestelle.
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Abbildung 96: DGGE-Profile der Alpha- und Deltaproteobacteria fiir Proben der Entnahmestelle sowie der
Vorsperre Forchheim der GréRenfraktion < 5um (A) und > 5 um (B); Bezeichnungen am Abbildungsrand
entsprechen Identifikation von Banden mittels Klonierung, Nummern im Gelbild kennzeichen taxonomisch

zugeordnete DGGE-Banden
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Tabelle 33: Taxonomische Zuordnung der in Abbildung 88 markierten DGGE-Signale nach Datenbankabgleich mit
rdp bzw. SILVA; A. = Alphaproteobacteria, D = Deltaproteobacteria; Pro. = Proteobacteria

taxonomische Zuordnung
Bande |Subphylum Ordnung - Gattung Datenbank

94 A Rhodobacterales[98%] Rhodobacteraceae[98%] Pseudorhodobacter[63%] dp
A 25 A. Rhodobacterales; Rhodobacteraceae; Rhodobacter[80%)] rdp
40 A. Alphaproteobacteria[83%] Rhizobiales[42%)] rdp
48 A. Rhizobiales[84%] Hyphomicrobiaceae[82%] Rhodomicrobium[82%)] rdp

D. Deltaproteobacteria;Myxococcales;mle1-27 [91%)] SILVA

D. Deltaproteobacteria;Myxococcales;mle1-27 [83%] SILVA

A. Caulobacterales;Hyphomonadaceae;Hyphomonas [88%] SILVA

B 18 A. Caulobacterales;Hyphomonadaceae;Hirschia [86%)] SILVA
21 A. Rhodospirillales; Acetobacteraceae; Roseomonas[81%] rdp

24 A. Rhodospirillales;Acetobacteraceae [87%] SILVA

26 D. Deltaproteobacteria;Myxococcales;Archangiaceae;Anaeromyxobacter [94%] |SILVA

Die Proben der GroRRenklasse >5um zeigen im Vergleich mit denen der Fraktion < 5um weniger
Gemeinsamkeiten. Mit Ausnahme von C. Pelagibacter gibt es wenige Signale, die in fast allen Proben eines
Gewassers auftreten wie es z. B. flr Sphingopyxis, Pseudorhodobacter und Rhodobacter (Banden 24 und
25) in den Proben < 5 um der Vorsperre der Fall ist. Die Sequenzierung mehrerer DGGE-Signale ergab, dass
auch Vertreter der Deltaproteobacteria (Myxococcales) Signale im unteren Bereich des Gels bilden
(Banden 1, 2, 26 in Abbildung 96 B), in dem dariber hinaus typischerweise die Signale von Roseomonas

auftreten (Bande 21).

Die Bandenmuster dieser DGGE sind geeignet, lokale und saisonale Variationen in der Zusammensetzung
und Diversitat der Alphaproteobacteria abzubilden. Darlber hinaus kann auch das Auftreten einzelner
Gattungen im Vergleich der Proben analysiert werden (u.a. Roseomonas, Hyphomonas, Sphingopyxis, C.
Pelagibacter), in einigen Teilbereichen der DGGE-Gele treten jedoch auch Signale verschiedener Vertreter

der Alpha- und Deltaproteobacteria auf gleicher oder sehr dhnlicher Hohe auf.
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3.9 Untersuchung der Diversitdt der Betaproteobacteria mittels DGGE

Zur Untersuchung der Betaproteobacteria wurde der fiir diese Gruppe spezifische Primer B680F in
Kombination mit dem Primer 1055R mit GC Klammer verwendet [155]. Die 375 bp langen Amplifikate
schlieBen die variablen Regionen V4 bis V6 der 16S rDNA ein.

Wie die Sequenzierung von DGGE-Banden zeigt, werden mit den Methylophilales und den
Comamonadaceae wesentliche Vertreter der Betaproteobacteria im SiRwasser abgebildet (Abbildung 97,
Tabelle 34). Keines der analysierten DGGE-Signale wurde der Gattung Polynucleobacter zugeordnet,
obwohl diese quantitativ dhnlich bedeutsam ist wie die Vertreter der Methylopilales (Kapitel 3.6.3). Mit
der verwendeten Primerkombination werden die Vertreter der Burkholderiaceae zu 55 % und die der
Gattung Polynucleobacter zu 38 % erfasst (1 Basenfehlpaarung zugelassen, rdp probe match tool, Januar
2018). Fir die relevanten Gattungen der Comamonadaceae (53 %) liegen diese Anteile zwischen 30 und
70 % (Limnohabitans 29 %, Polaromonas 30 %, Acidovorax 96 %, Rhodoferax 40 %), die Vertreter der
Methylopilaceae werden zu 29 % erfasst. Keines der sequenzierten DGGE-Signale wurde einer Gruppe
auBerhalb der Betaproteobacteria zugeordnet. Wie die DGGE-Profile ausgewahlter Proben in Abbildung
97 zeigen, ist die Variabilitat der DGGE-Profile fiir die Betaproteobacteria zwischen den verschiedenen
Untersuchungsstellen und —zeitpunkten gering. Ahnliches wurde auch fiir andere Gewasser anhand dieser
DGGE gezeigt [155]. Eine stabile Population der Betaproteobacteria, dominiert durch die

Comamonadaceae, zeigen auch die Ergebnisse der 165-Amplikonsequenzierung (Kapitel 3.6.3).
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Abbildung 97: DGGE-Profile der Betaproteobacteria ausgewahlter Untersuchungsstellen (F, H, E) und

Metalimnion der Entnahmestelle, 2 bzw. 20 =

in der Talsperre Saidenbach von 2013 bis 2015; M bzw. Emeta
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Tabelle 34: Taxonomische Einordnung der aus dem Gel ausgeschnittenen DGGE-Signale (Abbildung 97)

Bande

taxonomische Zuordnung (rdp)

2
2a
4
7
8
10
11
14
16
35
36
37
38
75/4
75/11
75/14

Burkholderiales[100%] Comamonadaceae[100%)] Acidovorax[84%)]
Burkholderiales[89%] Comamonadaceae[73%] Rhodoferax[12%]
Burkholderiales[100%] Comamonadaceae[98%] Acidovorax[21%]
Burkholderiales[99%] Comamonadaceae[99%)] Variovorax[59%]
Burkholderiales[100%] Comamonadaceae[100%] Polaromonas[75%]
Burkholderiales[100%] Comamonadaceae[100%)] Acidovorax[70%]
Burkholderiales[100%] Comamonadaceae[96%] Acidovorax[60%]
Burkholderiales[100%] Comamonadaceae[100%)] Acidovorax[59%)]
Burkholderiales[100%] Comamonadaceae[100%)] Acidovorax[69%)]
Methylophilales[68%] Methylophilaceae[68%] Methylobacillus[55%]
Methylophilales[77%] Methylophilaceae[77%] Methylobacillus[62%]
Methylophilales[76%] Methylophilaceae[76%] Methylobacillus[56%]
Methylophilales[71%] Methylophilaceae[71%] Methylobacillus[56%]
Methylophilales[77%] Methylophilaceae[77%] Methylobacillus[56%]
Burkholderiales[100%] Comamonadaceae[100%)] Acidovorax[60%)]
Methylophilales[93%] Methylophilaceae[93%] Methylovorus[42%]
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3.10 Untersuchung der Diversitat der Gruppe Synechococcus/Gplla mittels DGGE

Fiir die molekulargenetische Untersuchung der Diversitat der Gruppe Gplla, die v.a. picoplanktische
kokkale Organismen wie der Gattung Synechoccus umfasst, wurde ein ca. 160 bp grofSes PCR-Produkt der
16S rDNA in der DGGE aufgetrennt. Die taxonomische Spezifitat wurde dabei durch die vorangehende
Amplifikation eines grofleren DNA-Abschnittes mit Hilfe der Primer ProCR und Cya_b_F371 erreicht
(Abbildung 98).

] Cya_b_E371(341-371) DroCR (1431-1447) Abbildung 98: Schema-
5 Ere— 3 tische Darstellung der
(359-378) 359FGC  R518(501-518) Bindestellen der Primer
l 1070-1099bp I mit Angabe der
L 159%p Bindestellen in

Cyanobium gracile PCC
6307 (gi|485099050)

Die Kombination der Primer ProCR/Cya_b_F371 ist spezifisch fiir Organismen des Phylums Cyanobacteria
(2368/70404 Datenbank-Sequenzen) und darin vor allem fir Vertreter der Gruppe Gplla (2240/12304
Datenbanksequenzen, (rdp 11.4 probe match, 23.3.2016, 1 mismatch, [156]). Die Primer amplifizieren
ebenfalls einen geringen Teil Sequenzen der Gruppe Gpl (26/6825; verschiedene Arten Cylindrospermum
stagnale und uncultured Cyanobacteria) sowie der Gruppe GpV (7/195; Leptolyngbya, uncultured
bacterium).

Abbildung 99 zeigt beispielhaft die DGGE-Profile der Proben verschiedener Untersuchungsstellen und
Probenahmetiefen von Mai bis September 2015. Die Profile unterscheiden sich deutlich zwischen den
beiden GroRenfraktionen (> und < 5um). Darliber hinaus treten deutliche saisonale Unterschiede auf
sowie haufig deutlich verschiedene Profile zwischen den Stellen F und H sowie S und E (z.B. Juli, August).
Zur taxonomischen Einordnung der DGGE-Signale wurden diese aus dem Gel ausgeschnitten und nach
Reamplifikation sequenziert. Alle in Abbildung 99 dargestellten DGGE-Banden wurden als Synechococcus
bzw. Gplla identifiziert. Die erhaltenen DNA-Sequenzen unterscheiden sich dabei nur in sehr wenigen
Basenpaaren oder sind vielfach sogar identisch (Abbildung 100). Dennoch weisen sie deutlich
unterschiedliche Laufh6he im DGGE-Gel auf. So wurde fir die vier unterschiedlichen DGGE-Signale 73/14,
~/15, ~/16 und ~/17 die gleiche Sequenz ermittelt. Ein moglicher Sequenzunterschied konnte auRerhalb
des auswertbar sequenzierten Bereiches liegen. Alternativ kénnte ein DNA-Fragment auch mehrere
Sekundarstrukturen mit unterschiedlichem Schmelzverhalten bilden, die dann als verschiedene DGGE-

Signale in Erscheinung treten.
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Abbildung 99: DGGE-Profile fur die Gattung Synechococcus Mai bis September 2015 mit Markierung sequenzierter Banden; a-g Kennzeichnung der Banden des
Standards (St) zur besseren Vergleichbarkeit der Gele; 5 = GréRenfraktion >5 um nach Filtration; 0,2 = GroRenfraktion 0,2 — 5 um nach Filtration: Meta =

Tiefenbereich des Metalimnions, Netz = Netzzug Uiber die gesamte Wassersaule

Bande | taxonomische Zuordnung Bande | taxonomische Zuordnung Tabelle 35:

69/1 | Synechococcales;Cyanobiaceae [99%] 70/5 | Synechococcales;Cyanobiaceae [100%] lizfgr?rrjsc;:r in
69/2 | Synechococcales;Cyanobiaceae [90%] 70/6 | Synechococcales;Cyanobiaceae [100%)] Abbildunggloo
69/3 | Synechococcales;Cyanobiaceae;Cyanobium PCC-6307 [97%] |70/7 | Synechococcales;Cyanobiaceae [80%] markierten DGGE-
69/4 | Synechococcales;Cyanobiaceae [86%)] 70/8 | Synechococcales;Cyanobiaceae [79%] Signale nach ‘
69/5 | Synechococcales;Cyanobiaceae [98%] 70/9 | Synechococcales;Cyanobiaceae;Cyanobium PCC-6307 [88%)] r?}?:i?f\?:k;gif;?p
69/6 | Synechococcales;Cyanobiaceae [99%] 70/10 | Synechococcales;Cyanobiaceae [88%] wurden a;le

69/7 | Synechococcales;Cyanobiaceae [99%] 70/11 | Synechococcales;Cyanobiaceae [88%] Sequenzen als
69/8 | Synechococcales;Cyanobiaceae [97%] 70/12 | Synechococcales;Cyanobiaceae [96%)] Cyanobacteria;
69/9 | Synechococcales;Cyanobiaceae;Cyanobium PCC-6307 [97%] | 70/13 | Synechococcales;Cyanobiaceae [99%] 'Famil'y'll'; Gplla
69/10 | Synechococcales;Cyanobiaceae [99%] 73/3 | Synechococcales;Cyanobiaceae [86%] identifiziert

69/11 | Synechococcales;Cyanobiaceae [98%] 73/9 | Synechococcales;Cyanobiaceae [87%]

69/12 | Synechococcales;Cyanobiaceae [97%] 73/11 | Synechococcales;Cyanobiaceae [80%]

70/1 | Synechococcales;Cyanobiaceae [80%)] 73/14 | Synechococcales;Cyanobiaceae [88%]

70/2 | Synechococcales;Cyanobiaceae [88%)] 73/15 | Synechococcales;Cyanobiaceae [99%]

70/3 | Synechococcales;Cyanobiaceae [92%)] 73/16 | Synechococcales;Cyanobiaceae [99%]

70/4 | Synechococcales;Cyanobiaceae [89%] 73/17 | Synechococcales;Cyanobiaceae [97%]
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Die Moglichkeit, dass die Bildung unterschiedlicher Sekundarstrukturen der DNA mit verschiedenem

Schmelzverhalten in der DGGE zur Auspragung mehrerer Banden eines DNA-Fragmentes fiihren, wurde

mit Hilfe des web service mfold (http://unafold.rna.albany.edu) [145], [146], [147] untersucht. Fir die

identische DNA-Sequenz der Banden 73/14, ~/15, ~/16, ~/17 wurden vier potentielle Sekundarstrukturen

(dG -6,81 bis -5,87) erstellt (Abbildung 101).

A B

Abbildung 101: Potentielle Sekundarstrukturen des DNA-Fragments von Bande 73/4, erstellt durch mfold

(http://unafold.rna.albany.edu)

Freie Enthalpien bei 60°C: A = -6,81 kcal/mol; B = -6,34 kcal/mol; C =-6,13 kcal/mol; D = -5,87 kcal/mol

Fir die Sequenz der Bande 70/1 wurden sogar 10 potentielle Strukturen vorgeschlagen, wobei nur fiir funf

davon die freien Enthalpien unter -0,5 liegen (-0,87 bis -0,71, nicht abgebildet).

Die DGGE-Analyse des gleichen 16S rDNA-Abschnittes von DNA aus Reinkulturen von Cyanobakterien (S.

Schumann, SAW) zeigt nur fir einen der sechs untersuchten Synechococcus-Stamme mehrere Banden

(Abbildung 102). Fir die Sequenz der Bande aus Profil Nr. 4 gibt der web service mfold ahnlich wie fir

Bande 73/14 vier Strukturen mit freien Enthalpien von -6,18 bis -5,58 an, jedoch tritt im entsprechenden

DGGE-Profil nur eine Bande auf.

162 3¢ 405G ESt
e
- | 4
—— e -

1 = Cyanobium plancticum 6/06/E1B

2 = Cyanobium 6/04/F5

3 = Synechococcus 8/04/E3A

4 = Synechococcus 8/11/FWH

5 = Synechocystis 6/10/F3A

6 = Synechocystis 7/10/H5B
(Kultivierung und Identifikation der
Isolate durch S. Schumann, Sachsische
Akademie der Wissenschaften zu

Leipzig)
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Abbildung 102: DGGE-Analyse
des 16S rDNA-Fragmentes
(E.coli-Pos. 359-518) aus
Cyanobakterien-Reinkulturen



3 Ergebnisse

Die Frage, ob in dieser DGGE tatsachlich mehrere Banden durch DNA-Fragmente gleicher Sequenz gebildet
werden, kann nicht abschlieBend geklart werden. Die Prognose von Sekundarstrukturen deutet zwar
darauf hin, jedoch treten in der vergleichenden DGGE-Analyse mit DNA aus Cyanobakterien-Reinkulturen

nicht regelmallig mehrere Banden einer Kultur auf.
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4 Diskussion

4 Diskussion

4.1 Phytoplankton und autotrophes Picoplankton

4.1.1 Fluoreszenzsondenbasierte Quantifizierung und Differenzierung des Phytoplanktons

Durch die Verwendung von Tauchsonden kann die raumliche und zeitliche Auflésung von Informationen
Gber die Phytoplanktonzusammensetzung im Vergleich zur Mikroskopie deutlich erhéht werden. Statt der
Analyse von Proben aus distinkten Tiefen kénnen vollstandige Tiefenprofile aufgenommen werden, sodass
Entwicklungen von Phytoplanktongruppen in begrenzten Tiefenbereichen sicher erfasst werden kénnen.
Ergebnisse von Messungen mit der hier verwendeten Tauchsonde FluoroProbe oder dem Algae online
analayzer (AOA, bbe Moldaenke GmbH, basierend auf dem gleichen Messprinzip) wurden mit
verschiedenen Methoden validiert: Fiir die ermittelte Gesamtchlorophyllkonzentration konnte eine gute
Ubereinstimmung mit klassischen Chlorophyll-Extraktionsmethoden und fluorometrischer Bestimmnung
des Chlorophyligehaltes gezeigt werden [157], [158], [159], [160]. Auch die gruppenspezifischen
Chlorophyll a-Konzentrationen erwiesen sich als gut vergleichbar mit den Ergebnissen HPLC-basierter
CHEMTAX-Analysen [161], [162], [163] wobei auch eine Uberschitzung der Chlorophyll-a-Konzentrationen
flr die Gruppe Griinalgen und Cryptophyta gezeigt wurde [164]. Ausgehend von diesen Studien kann fir
die meisten Proben eine zuverldssige Quantifizierung der Pigmente angenommen werden. Darauf
aufbauend ist von entscheidender Bedeutung, wie sicher von Pigmentkonzentrationen auf die
Phytoplanktonzusammensetzung geschlossen werden kann. Das fiir die jeweiligen Gruppen
charakteristische Fluroeszenzspektrum (SFS, spectral fluorescence signature) basiert auf der fir sie
typischen Kombination akzessorischer Photopigmente. Die Konzentrationen von Photopigmenten in den
Zellen unterliegen jedoch Schwankungen in Abhdngigkeit von den Umweltbedingungen. So zeigten z.B.
Felip & Catalan (2005) fiir den saisonalen Verlauf von Gesamt-Chlorophyll-Konzentration und Biovolumina
in einem oligotrophen See deutliche raumliche und zeitliche Unterschiede. Das Verhaltnis von Chlorophyll
je Einheit Biovolumen veranderte sich im Jahresverlauf bzw. zwischen unterschiedlichen Stellen und Tiefen
im See [165]. Wie anhand von Phytoplanktonkulturen gezeigt wurde, hat z.B. die Adaptation an
unterschiedliche Lichtverhaltnisse sowie der physiologische Zustand der Phytoplankter deutlichen Einfluss
auf die durch die FluoroProbe ermittelten Chlorophyll a-Konzentrationen [166]. Die
Pigmentkonzentrationen aus HPLC-/CHEMTAX-Analysen und mikroskopisch ermittelten Biovolumina in
Wasserproben zeigten lineare Zusammenhange fir die Gruppen Chrysophyta, Dinophyta und Cryptophyta
jedoch nicht fuir Chlorophyta [105].
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Unterschiedliche gruppenspezifische Chlorophyligehalte werden besonders deutlich bei Griinalgen, die im
Mittel deutlich hohere Chlorophyligehalte aufweisen als die Mehrheit der Phytoplankter anderer Gruppen,
worauf auch entsprechende Korrekturfaktoren fir die Phytoplanktongruppen ( [167] Bezug nehmen. Die
in der Software hinterlegten Umrechnungsfaktoren der Chkorophyll-Konzentrationen in Zellzahlen tragen
ebenfalls den unterschiedlichen Chlorophyligehalten der Gruppen Rechnung, ihre Anwendung mindert
jedoch die deutliche Uberschatzung des relativen Anteils der Griinalgen im Vergleich zur mikroskopischen
Analyse kaum. Diese Diskrepanzen spiegeln sich in der deutlich unterschiedlichen
Phytoplanktonzusammensetzung in den Friihjahrsmonaten der hier durchgefiiherten Vergleichsmessung
wider. Wahrend die mikroskopischen Analysen eine deutliche Dominanz der Biovolumina der spektralen
Gruppe der Diatomeen zeigten, hatten nach den Sondemessungen Griinalgen ebenso hohe Anteile wie

die Diatomeen an der Chlorophyll-a-Konzentration.

Da auch die Arten innerhalb einer spektralen Gruppe nicht exakt die gleichen Fluoreszenzspektren
aufweisen, konnen auch Veranderungen der Artenzusammensetzung innerhalb einer spektralen Gruppe
die Detektion der Gruppe beeinflussen. Dies hatte moglicherweise Einfluss auf die Detektion der Gruppe
der Diatomeen im Vergleich zwischen April und Mai sowie Anfang Juni: In den ersten beiden Monaten
lagen die Resultate der Sondenmessungen relativ gesehen Uber den ermittelten Biovolumina, wahrend
das Verhaltnis am 3. Juni fir die Probenahmestellen in der Hauptsperre umgekehrt war. Parallel dazu fand
an den genannten Probenahmestellen eine deutliche Verdanderung des Artenspektrums von Aulacoseira
italica (April, Mai) zu kleinen centrischen Diatomeen (Stephanodiscus alpinus, Cyclotella radiosa) und
Dinobryon divergens (Chrysophyceae) Anfang Juni statt. Dagegen wurden fir die Grinalgen die starksten
Schwankungen im Verhiltnis Chla/BV des gesamten Datensatzes registriert, obwohl die
Artenzusammensetzung stets durch Chlamydomonas sp. dominiert war. Hier spielen moglicherweise auch

unterschiedliche Photopigmentgehalte bedingt durch den physiologischen Zustand der Zellen eine Rolle.

Die beste Korrelation zwischen gruppenspezifischen Chlorophyll a-Konzentrationen und Biovolumina
wurde fir spektrale Gruppe der Diatomeen festgestellt (Spearman’s rho=0,84, p<0,001). Auch andere
vergleichenden Studien zeigten fir diese Gruppe die hochsten Korrelationen im Jahresverlauf bzw. in
vergleichenden Untersuchungen an verschiedenen Gewassern [160], [167].

Fiir Cyanobakterien zeigen Studien unterschiedliche Ergebnisse: Wihrend gute Ubereinstimmungen
zwischen relativen Biovolumina und Chlorophyll-a-Konzentrationen sowohl fiir Picocyanobacteria als auch
blitenbildende Cyanobakterien gezeigt wurden [158], fanden andere Autoren deutlich schwachere

Korrelationen fiir diese Gruppe [160], [167]. Dazu kann auch eine mdgliche Fehlzuordnung
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phycoerythrinhaltiger Cyanobakterien zur Gruppe der Cryptophyta beitragen [158], [167], da das zur
Differenzierung genutzte Photopigmente Phycoerythrin sowohl bei Cryptophyta als auch bei einigen

Cyanobakterien vorkommt.

Tatsachlich wurde auch im vorliegenden Datensatz fiir die Summe der Chlorophyllkonzentrationen von
Cryptophyta und Cyanobakterien sowie die entsprechende Summe der Biovolumina mit 0,6 eine etwas
hohere Rangkorrelation ermittelt als fir die beiden Gruppen einzeln. Extreme Diskrepanzen, wie z.B. hohe
Biovolumina durch Microcystis flos-aquae in Proben von Ende Juni und Juli, denen fast kein Sondensignal
fir Cyanobakterien gegeniberstand, lassen sich jedoch auch nicht durch den Vergleich der jeweiligen
Einzelwerte fiir die beiden Gruppen erklaren. In den genannten Proben trat auch im Kanal fir Cryptophyta
kein auffallig Gberhohtes Sondensignal auf, was fiir eine mogliche Fehlzuordnung sprechen wiirde. Zudem
zeigte die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung vorwiegend PC-haltige Zellen in diesen Proben, womit
eine Detektion durch die FP-Sonde gegeben sein sollte. Das Auftreten von M. flos-aquae als dichte Kolonie
kann dazu gefiihrt haben, dass die Anregungssignale der Sonde nicht tief genug in die Kolonie eindringen
kénnen, was als eine Ursache fir eine Unterschatzung der Cyanobakterienkonzentration beschrieben
wurde [157]. Dieser Effekt bietet jedoch keine Erklarung dafiir, dass so gut wie kein Signal fir

Cyanobakterien in den Proben detektiert wurde.

Trotz guter Ubereinstimmung der Phytoplanktonanalyse mit beiden Methoden fiir einen Teil der Proben
bzw. der spektralen Gruppen, treten noch deutliche Diskrepanzen zwischen mikroskopischer Analyse und
Sondenmessung auf. Fiir ein verlassliches Monitoring, vor allem in Hinblick auf Cyanobakterien, sollten die
Sondenmessungen daher stets mit mikroskopischen Analysen untersetzt werden. Ein Vergleich der beiden
Methoden muss letztendlich immer berlcksichtigen, dass Mikroskopie und Sondemessung
unterschiedliche Zelleigenschaften zur Quantifizierung verwenden, die aufgrund der Verdanderungen der

Pigmentgehalte von Phytoplanktern im Gewasser nicht verlasslich zueinander in Bezug stehen missen.

4.1.2 Quantifizierung und Differenzierung des autotrophen Picoplanktons mittels
Durchflussztometrie

Die unbearbeiteten Plots der im Durchflusszytometer gemessenen Proben weisen trotz der Verwendung
eines Grolen-Schwellenwertes noch einen hohen Anteil von Hintergrundsignalen geringer GroRRe und
schwacher Chlorophyll-Fluoreszenz auf. Aufgrund der extrem hohen Anzahl detektierter kleiner Partikel,

Uibt die Abgrenzung gegeniiber diesem Hintergrund einen starken Einfluss auf die ermittelten Zellzahlen
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einer Probe aus. Wie die Beispiele in Abbildung 103 zeigen, muss diese Abgrenzung fiir einzelne Gewasser

bzw. Gewdsserabschnitte angepasst und auch darin saisonal fiir jede Probe Uberprift werden.
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Abbildung 103: DotPlots der durchflusszytometrischen Analyse von Proben aller Untersuchungsstellen aus Juli und
August 2015; Auftragung der Chlorophyll-Fluoreszenz (FL3-H) gegen ForwardScatter-Signale (logskaliert, FSC-H);
Population im oberen rechten Quadrant (,,Chla+“) wurde in weitere Auswertungen einbezogen

Diese Anpassung der gates erhoht den Aufwand fiir die Auswertung der Messungen, darlber hinaus
schrankt sie die Objektivitat der Bearbeitung ein, da eine exakte Abgrenzung haufig nicht moglich ist.
Eine Unterschatzung der Zellzahlen bei hohen Anteilen kolonieférmiger Zellen (z.B. Aphanothece sp.) ist
moglich, wenn diese im Probenstrom nicht vollstandig vereinzelt und kleinere Zellaggregate als
Einzelsignal detektiert werden. Allgemein werden die geringen Volumina, die im FCM analysiert werden

kénnen, als Potential fir hohe Fehlerraten gesehen (u.a. [168]), da insbesondere bei niedrigen
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Konzentrationen der analysierten Partikel durch die Messung groRerer Volumina eine sichere

Quantifizierung erreicht wird.

4.1.3 Lokale und saisonale Entwicklung des APP

Fir das PE-dominierte APP der Entnahmestelle der Talsperre Saidenbach sowie das der benachbarten
oligotrophen Talsperre Neunzehnhain wurde in langfristigen Untersuchungen keine Nahrstofflimitation
der APP-Entwicklung festgestellt [169]. Dagegen gab es deutliche Zusammenhange zur Entwicklung von
FraRfeinden, vor allem der Daphnien, aus denen die Autoren ableiten, dass die APP-Entwicklung vor allem
im Sommer top-down-reguliert ist [169].

In dem hier analysierten Datensatz wurde mit der Vorsperre Forchheim und dem Unterwasservorbecken
auch starker ndhrstoffbeeinflusste Habitate einbezogen. An diesen beiden Untersuchungsstellen (F und H)
bestanden negative Korrelationen zur Nitratkonzentration, die an den weiter stromabwarts gelegenen
Untersuchungsstellen S und E nicht festgestellt wurden. An allen Untersuchungsstellen zeigten vor allem
physikalische und meteorologische Parameter Einflisse auf die Abundanz der APP-Gruppen, darunter
wurden flr Wasser- und Lufttemperaturen die starksten Korrelationen festgestellt (vgl. Abbildung 49).
Hinter diesen Zusammenhangen kénnen sich jedoch auch andere saisonal variierende GréRen verbergen,
zu denen auch die Abundanz von Fral3feinden zahlt, die in diesen Datensatz nicht einbezogen werden
konnte. Die Abundanz der Picoplankter steigt jedoch nicht linear mit der Temperatur (vgl. Abbildung 52),
was auf den Einfluss weiterer Faktoren hindeutet, die den Zusammenhang Uberlagern. Es ist davon
auszugehen, dass im Gewadsser stets mehrere biotische und abiotische Faktoren auf das Wachstum der
Picoplankter einwirken, deren Einfluss zudem mit zeitlicher Verzégerung wirksam werden kann, was hier

nur fiir die meteorologischen Parameter berlicksichtigt werde konnte.

Aus den fluoreszenzmikroskopischen und durchflusszytometrischen Analysen des APP geht deutlich ein
Riickgang des Anteils PC-haltiger Zellen in FlieBrichtung hervor. Die Dominanz des PE-APP ist auch aus
anderen meso- und oligotrophen Standgewdassern bekannt (u.a. [64]. Die reversible Anpassung der
Zusammensetzung der &duBeren Antennenpigmente als Reaktion auf die Lichtverhaltnisse im
Wasserkorper (chromatische Adaptation) ist fir verschiedene Gattungen der Cyanobakterien bekannt.
Marine Stdamme von Synechococcus passen so ihre Pigmentausstattung in kistenfernen
Klarwasserbereichen an die Absorption von blauem Licht, in kiistennahmen Bereichen dagegen an die
Absorption griner Lichtbereiche an [77]). Als Indikatoren fiir das Lichtklima in den untersuchten Bereichen
der Talsperre Saidenbach kommen z.B. Tribung bzw. Sichttiefe oder die Chlorophyll-Konzentration in

Frage. Diese Parameter konnten auch aufgrund der Charakteristika der Untersuchungsstellen als
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Einflussfaktoren auf das PC/PE-Verhiltnis des APP vermutet werden. Die statistische Analyse der Proben
aller Untersuchungsstellen zeigt jedoch nur einen sehr schwachen negativen Zusammenhang zur Sichttiefe
(R?=-0,24) (Abbildung 104). Die separate Auswertung fur die einzelnen Probenahmestellen kann
Aufschluss Uber saisonal wirksame Einflussfaktoren auf das PC/PE-Verhaltnis der Picoplankter geben. In
der Vorsperre, wo die PC-haltigen Picoplankter dominieren, zeigt die Niederschlagssumme der 10 Tage vor
der Probenahme einen positiven Einfluss auf das PC/PE-Verhaltnis (R? = 0,52). An der Entnahmestelle, mit
deutlicher Dominanz der PE-Picoplankter, steigt das PC/PE-Verhéltnis mit der Chlorophyllkonzentration
(R2=0,56). An den Stellen H wund S (Unterwasservorbecken und stromaufwérts der
Unterwasserstaumauer) liegt keine so deutliche Dominanz einer der beiden Pigmentgruppen im APP vor,
daher kénnte an diesen Stellen eine schnellere Verdnderung der Pigmentzusammensetzung als Reaktion
auf Umweltbedingungen erwartet werden. Im Unterwasservorbecken ging das PC/PE-Verhaltnis mit
zunehmender Sichttiefe zurtick, (R* = -0,66), stromaufwarts der Unterwasserstaumauer (Stelle S) hingegen

bestand ein negativer Zusammenhang zur DIC-Konzentration (R? = -0,54).
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4.2 Bacteria

4.2.1 Quantifizierung und Differenzierung der Bacteria und ihrer Untergruppen anhand

zellbasierter Verfahren

Bakterielle Gesamtzellzahlen in mesotrophen Gewissern liegen typischerweise zwischen 1,7 und 6,5*10°
Zellen/ml [170]. Die fur die Talsperre Saidenbach und Vorsperre Forchheim mikroskopisch bestimmten
Gesamtzellzahlen lagen in diesem Bereich und zeigten erwartungsgemaR einen Riickgang in FlieRrichtung.
Die Mittelwerte der Proben von 2013 bis 2015 in 2 m Wassertiefe betrugen in der Vorsperre 5,12 *10°
Zellen/ml, im Unterwasservorbecken (H) 4,5*10° Zellen/ml, im Hauptbecken der Talsperre erreichten sie
3,5%10° Zellen/ml und 3,3*10° Zellen/ml an den Untersuchungsstellen S und E. Die Abundanz des
Bakterioplanktons in 2 m und in 20 m Wassertiefe wies keine stark ausgepragten Korrelationen mit den

untersuchten Umweltfaktoren auf (Abbildung 105).
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Abbildung 105: Korrelationen der bakteriellen Gesamtzellzahl (PI-Farbung) mit den untersuchten Umweltfaktoren
flr Proben aus 2 m Wassertiefe aller Untersuchungsstellen und 20 m Wassertiefe der Stelle E

Fir die Alpha- und Betaproteobacteria wurden mittels CARD-FISH die Anteile der Zellzahlen an der
Gesamtzellzahlim Jahresverlauf bestimmt. Neben der bereits diskutierten Spezifitat der jeweiligen Sonden
spielt fir die Detektion der Zielzellen mittels CARD-FISH die Zuganglichkeit der Bindestellen an der 16S
rRNA eine wesentliche Rolle. Dabei ist zunachst die Permeabilisierbarkeit der Zelle fiir die Sonde
entscheidend, welche u.a. durch die gewahlte Fixierung beeinflusst wird. Enthalten die Proben héhere
Anteile extrazelluldarer Matrix mit unspezifischer Affinitat zur Sonde, steht diese moglicherweise nicht
mehr in ausreichender Konzentration zur Detektion der Zellen zur Verfligung. Dariliber hinaus wird die
mikroskopische Erfassung der markierten Zellen durch das unspezifische Fluoreszenzsignal erschwert.
Insbesondere die mikroskopische Detektion kleiner Zellen, wie sie als Ultramicrobacteria fir mehrere

typische SlRwasser-Vertreter des Bakterioplanktons beschrieben wurden, kann durch unspezifisch
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markierte oder autofluoreszente Hintergrundmatrix beeintrachtigt werden. Wahrend die in-silico-Analyse
der Sondenspezifitat fiir die Alphaproteobacteria einen grofBeren Einfluss unspezifischer Bindungen und
den Ausschluss einiger Gruppen der Alphaproteobacteria zeigte, konnen fir die Quantifizierung der
Betaproteobacteria anhand der Sonde Bet43a zuverlassigere Ergebnisse erwartet werden. Zellbasierte
Quantifizierungsverfahren kénnen insbesondere zur Uberpriifung molekularbiologischer Methoden
verwendet werden, da mogliche Verzerrungen der Zusammensetzung der Probe z.B. durch die DNA-
Isolation oder praferentielle Amplifikation wahrend der PCR bei diesen Verfahren nicht zum Tragen
kommen. Abbildung 106 zeigt die mittels CARD-FISH bestimmten Zellzahlanteile der Betaproteobacteria
im Vergleich mit deren Sequenzanteilen an denen der Bacteria aus der 16S-Amplikonsequenzierung.

% Abbildung 106: Vergleich der mittels
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Aufgrund der Separation von GréRenklassen fiir die molekularbiologische Untersuchung des
Bakterioplanktons kénnen nur die zwof Proben verglichen werden, fir die Sequenzierungsdaten aus
beiden GroRenklassen vorliegen. Fir diese Proben zeigt der Vergleich vor allen an den
Untersuchungsstellen H und E haufig eine gute Ubereinstimmung der jeweiligen Anteile, mit einer
Ausnahme der Probe der Stelle E von April 2013. In der Vorsperre Forchheim wurde der Anteil der
Betaproteobacteria an der Gesamtzellzahl durch die CARD-FISH im Juni und Oktober geringer eingeschatzt
als anhand der Sequenzierung. Die Proben aus der Vorsperre wiesen im Unterschied zu denen der anderen
Untersuchungsstellen haufig eine starkere fluoreszente Hintergrundmatrix auf, was zu einer
Beeintrachtigung der Detektion fiihren kann. Die Anteile der Betaproteobacteria in Seen werden auf Basis
von FISH-Analysen mit ca. 16 % (3 - 20 %) angegeben [171], diese Angaben kénnten jedoch noch eine
Unterschatzung im Vergleich zu Ergebnissen der sensitiveren CARD-FISH darstellen. Die Zellzahlenanteile
der Betaproteobacteria zeigten in 2 m Wassertiefe einen schwachen negativen Zusammenhang zum
Cyanobakterienbiovolumen und einen positiven Zusammenhang zur Nitratkonzentration. In 20 m
Wassertiefe gingen hohere Anteile mit hoherem Sauerstoffgehalt und —sattigung sowie einer niedrigeren

Wassertemperatur einher (Abbildung 107).
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Abbildung 107: Korrelationen der Anteile der Hybridisierungssignale der Betaproteobacteria (Bet42a) an der
Gesamtzellzahl mit den untersuchten Umweltfaktoren flir Proben aus 2 m und 20 m Wassertiefe
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durch die CARD-FISH beigetragen. Zellzahlanteile der Alphaproteobacteria bzw. der LD12-clade mit
den entsprechenden Sequenzanteilen anhand der 16S
Amplikosequenzierungsdaten
Die Zellzahlenanteile der mit der Sonde LD12-121 detektierten Vertreter der Alphaproteobacteria liegen

Unterschatzung der Zellzahlenanteile

sehr deutlich Gber den entsprechenden Sequenzanteilen aus der 16S-Amplikonsequenzierung. Die
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Quantifizierung dieser sehr kleinen Zellen birgt moglicherweise hohe Zahlfehler, zudem sind eventuell die

publizierten Hybridisierungsbedingungen nicht auf andere Gewasser Ubertragbar.

4.2.2 Diversitat und raum-zeitliche Variation der bakteriellen Gemeinschaft anhand DNA-basierter
Methoden

Die Generierung reproduzierbarer DGGE-Profile durch unabhangige PCR-Amplifikationen und Gellaufe
wurde fir ca. ein Drittel der Proben (66 von 230) anhand der DGGE fiir Bacteria Uberprift. Der Vergleich
der entsprechenden Proben zeigte eine sehr zuverldssige Ubereinstimmung der erhaltenen
Bandenmuster. Die DGGE-Analyse des fiir die Bacteria-DGGE verwendeten DNA-Fragmentes anhand der
untersuchten Klone zeigte, dass teilweise DGGE-Signale auf gleicher oder sehr dahnlicher Hohe von Klonen
verschiedener taxonomischer Gruppen gebildet werden. Darliber hinaus wiesen auch Klone, die der
gleichen taxonomischen Einheit zugeordnet werden, Signale in unterschiedlichen Hohen im DGGE-Gel auf.
Besonders ausgepragt war dieser Effekt flr Vertreter der Cytophagaceae und Flavobacteriaceae
(Bacteroidetes) sowie der Gattung Limnohabitans (Betaproteobacteria). Beide Phanomene kénnen durch
Eigenschaften des verwendeten DNA-Fragments sowie durch Artefakte der PCR oder der Migration der
Fragmente im DGGE-Gel verursacht werden. Das Migrationsverhalten der DNA-Fragmente im Gel hangt
sowohl vom GC-Gehalt als auch von der Basensequenz ab [172]. So kdnnen fast identische Banden durch
DNA-Fragmente verschiedener Taxa mit gleichem GC-Gehalt gebildet werden, andererseits kénnen aber
auch Mikroheterogenitdten im amplifizierten Bereich der 16S rDNA zur Auspragung mehrerer Banden
durch eine Gattung fiihren [173], [174], [175]. Die Entstehung chimarer Amplifikationsprodukte aus DNA-
Fragmenten unterschiedlicher Organismen wahrend der PCR fiihrt zur Entstehung zusatzlicher DGGE-
Signale, die keine taxonomische Einheit reprasentieren [172]. Darliber hinaus kann es wdhrend des
Gellaufs zur Co-Migration verschiedener DNA-Fragmente kommen, die dann ein gemeinsames DGGE-
Signal bilden (Sekiguchi et al., 2001). Die Untersuchung des Bacteria-DGGE-Fragmentes anhand von Klonen
zeigte, dass fiir einen Teil der Organismen (Arcicella, Flavobacterium, Limnohabitans, hgc-I-clade) mehrere
DGGE-Signale auftraten. Der Vergleich mit den Sequenzen des DGGE-Fragmentes ergab, dass geringfiigige
Sequenzunterschiede zu diesem unterschiedlichen Laufverhalten der Fragmente fihrten. Hinsichtlich der
Clusteranalyse kann dadurch die Ahnlichkeit von Proben zueinander verdeckt bzw. unterschitzt werden.
Die Banden der beiden abundanten Gattungen Limnohabitans (Betaproteobacteria) und
Sediminibacterium (Bacteroidetes) bildeten identische DGGE-Signale, was fir die Clusteranalyse der
Proben zu einer Uberschatzung der Ahnlichkeit zwischen Proben zur Folge haben kann. Der amplifizierte
Bereich der 16S rDNA beider Organismen ist nicht sequenzidentisch, auch der GC-Gehalt unterscheidet

sich, wenn auch nur geringfligig (Sediminibacterium 49 % GC, Limnohabitans 53 % GC). Das angesprochene
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Phdanomen der Co-Migration kann als Ursache ausgeschlossen werden, da die Fragmente aus der DNA der
jeweiligen Klone unabhangig voneinander im Gellauf die gleiche Position einnahmen. Eventuell erreichen
die DNA-Fragmente beider Organismen aufgrund gebildeter Sekundarstukturen trotz

Sequenzunterschieden zufillig die gleiche Gelposition.

In der DGGE fir die Gattung Synechococcus wird nach einer vorangehenden spezifischen PCR der fir die
DGGE verwendete 16S rDNA-Abschnitt ebenfalls mit den Primern 341F/R518 reamplifiziert. Hier traten
haufig je Probenahmestelle und —zeitpunkt unterschiedliche charakteristische Bandenmuster auf, die
Sequenzunterschiede zwischen diesen erwiesen sich jedoch als sehr gering. Die Auftrennung der
entsprechenden DNA-Fragmente aus Reinkulturen der Gattung Synechococcus zeigte jeweils nur ein bzw.
in einem Fall zwei DGGE-Signale. Eventuell liegen Mikroheterogentitaten in der 16S rDNA zwischen den in
den Proben auftretenden Stammen der Gattung Synechococcus vor. Die z.T. deutlich unterschiedliche
Gelposition der Fragmente deutet aber darauf hin, dass auch verschiedene Sekundarstrukturen fir das
Laufverhalten eine Rolle spielen. In der DGGE fiir Alphaproteobacteria wurden deutlich weniger solcher
Phianomene beobachtet. Einzelne Klone der Gattung Roseomonas sowie von C. Pelagibacter ergaben zwei
unterschiedliche DGGE-Signale dhnlicher Laufhdhe. Eventuell werden in dem mit den Primern 341/R518
(DGGE Bacteria und Synechococcus) amplifizierten DNA-Fragment einiger Gattungen instabile
Sekundarstrukturen gebildet, die sich bereits durch den Austausch einzelner Basen umorganisieren und

ein deutlich verandertes Migrationsverhalten im Gel ergeben.

Die Quantifizierung der OTUs und Taxa durch die Amplikonsequenzierung des verwendeten 16S rRNA-
Abschnitts kann aufgrund der Spezifitdit der verwendeten Primer (s. Tabelle 24) sowie durch
unterschiedliche 16S rDNA-Kopienzahlen unter den bakteriellen Taxa verzerrt werden. Die Kopienzahl des
16S rDNA-Gens variiert vor allem auf Ebene der Familien und Gattungen, insbesondere bei den Firmicutes,
Gammaproteobacteria und Fusobacteria, auf Artniveau hingegen besteht abgesehen von Ausnahmen eine
hohere Konstanz [176]. Von einer Korrektur dieses Effekts wird jedoch mangels detaillierter Daten
abgeraten, da die Ubertragbarkeit der Kopienzahlen sequenzierter Genome auf phylogenetisch verwandte
Organismen nicht zuverldssig moglich ist [177]. Die taxonomische Differenzierung anhand 16S-
Amplikonsequenzierung hangt u.a. von der Diversitat der Proben sowie der Anzahl der gemeinsam
sequenzierten Proben ab. In den Proben der GroRenfraktion >5um ist von einer weniger hochaufgelosten
Sequenzierung auszugehen, da im Vergleich mit den anderen Proben zusatzlich hohe Anteile von
Chloroplasten eukaryotischer Algen erfasst wurden. Die beginnende Abflachung der rarefaction-curves

deutet jedoch darauf hin, dass ein sehr hoher Teil der Diversitdat der Proben erfasst wurde und davon
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ausgegangen werden kann, dass die quantitativ relevanten OTUs und Taxa anhand der Daten zuverlassig

abgebildet werden.

Die Veranderung der Zusammensetzung des Bakterioplanktons im Jahresverlauf an den verschiedenen
Untersuchungsstellen wurde anhand der Bandenmuster der DGGE fiir Bacteria sowie auf Grundlage
relativer OTU-Abundanzen aus den Daten der Amplikonsequenzierung untersucht. Fiir beide Datensatze
wurden zur Erkennung von Ahnlichkeiten und Unterschieden zwischen den Proben Clusteranalysen und
NMDS durchgefihrt. Die Zusammenhange zu Umweltfaktoren wurden mittels vector fitting in Bezug auf
die Ergebnisse der NMDS untersucht. Fir die Analyse der Zusammensetzung der mikrobiellen
Gemeinschaft anhand von DGGE-Profilen spielt neben der bereits diskutierten Generierung
unterschiedlicher DGGE-Signale durch ein Taxon bzw. Uberlagerung der DGGE-Signale verschiedener Taxa
auch das Auflésungsvermogen eine Rolle, da Banden sehr dhnlicher Laufhohe nur bis zu einem gewissen
Grad noch unterschieden werden kénnen. Dies hdngt neben der Diversitdit der Probe von der
taxonomischen Breite durch die verwendeten Primer erfassten Organismen ab. Zudem muss die Abundanz
eines Taxons in der Probe ausreichen, um ein detektierbares DGGE-Signal zu generieren. Im Unterschied
zur 16SrDNA-Amplikonsequenzierung konnten mittels DGGE jedoch deutlich mehr Proben analysiert
werden, sodass der saisonale Verlauf detaillierter erfasst wurde. Ein hauptsachlicher Unterschied zwischen
beiden Methoden besteht darin, dass bei Pyrosequenzierungsdaten die relativen Abundanzen der OTUs
einbezogen werden, wahrend DGGE-Banden nur qualitativ als Prasenz-Absenz-Daten ausgewertet
werden. Darliber hinaus wurden verschiedene Abschnitte der 16S rDNA fiir die beiden Analysen genutzt.
Die Clusteranalysen anhand der beiden Methoden zeigten {ibereinstimmend saisonale Ahnlichkeiten
zwischen den Proben, wobei der Trend anhand der Daten aus der Pyrosequenzierung noch ausgepragter
war. Auch die stirkere Ahnlichkeit zwischen den Proben der Vorsperre und denen aus dem
Unterwasservorbecken der Talsperre wird in beiden Datensatzen deutlich. Hinsichtlich der fur die
Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft malRgeblichen Umweltparameter fiihren die beiden
Methoden teilweise zu unterschiedlichen Ergebnissen, wie Tabelle 36 anhand geeigneter Teildatensatze

zeigt.
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Jahr/GroBenfraktion| 2013 < 5um | 2013 > 5um | 2014 < 5um | Tabelle 36: Zusammenhénge
Probenanzahl| 12 | 25 | 12 | 25 | 18 | 40 | VonUmweltparametern sowie

Biovolumina von
Untersuchungsmethode| 454 |DGGE| 454 |DGGE| 454 |DGGE Phytoplanktongruppen und der

Lufttemperatur
5-Tages-Summe
Niederschlag
5-Tages-Mittel

0,9 | 0,3* | 0,6

NH;-N 0,3 Struktur der mikrobiellen
o-PO4-P 0,3* [ 0,7 | 0,3** Gemeinschaft im Vergleich
% |Chlorid 0,3** zwischen Daten aus der 16S
° " " rDNA-Amplikonsequenzierung
g S04 0.3 0.5 (454) und der DGGE spezifisch
5 |NO;s-N 0,4* 108" | 03 | 0,7 fur Bacteria,
% [Acetat 0,5 0,6 | 0,1 | ***=p-Value<0.001
S . . ** = p-Value £0.01
2 :In 0.2 06 * = p-Value £0.05
aE> © .=p-Value<0.1
S [DIC 0,3* 1. als spektrale Gruppen:
DOC 0,7 | 0,3 | 0,5 Diatomeen incl. Chrysophyceen,
DTC 0,2 Haptophyceen, Dinophyceen;
Sauerstoff (mg/l) 03 08| 03 0.4%% Griinalgen incl. Desmidiadaceen
2 _ Sauerstoff (%) 0,7 | 0,4 | 0,5 | 0,3**
2 &|pH 0,5 | 0,3* | 0,6* 05* | 0,2
_g g Leitfahigkeit 0,5%**
%L‘E Wassertemperatur 04* | 0,7 | 04" | 0,9
2 |Chlorophyll a 0,9** 0,4 | 0,3
Sichttiefe 0,9**| 0,4 0,5 0,6***
10-Tages-Mittel -
5 |Lufttemperatur 0.9
“‘E-; 10-Tages-Summe 0.9* | 0.2*
& [Niederschlag ’ ’
a 10-Tages-Mittel x .
2 |Globalstrahlung 0.9 0.2
2 5-Tages-Mittel
5 0,9**
o
o
:
)
S

Globalstrahlung 0871 0,2°
S |Diatomeen’ 0,2
% Griinalgen' 0,5* | 0,3*
‘—:'; Cryptophyta (nicht durchgefuhrt) 0,2*
_‘g, Cyanobakterien 0,7***
o |Gesamtbiovolume 0,77** | 0,2**

Ein deutlicher Unterschied betrifft die Relevanz meteorologischer Faktoren fir die
Bakterioplaktonzusammensetzung im Jahr 2014 (<5 um). Anhand der Daten aus der Sequenzierung
spielen hier alle untersuchten meteorologischen Parameter sowie die Wassertemperatur eine z.T.

hochsignifikante Rolle, wahrend auf die bakterielle Struktur gemaR den DGGE-Profilen nur die
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Globalstrahlung signifikanten Einfluss hat. Im Unterschied dazu weist die Analyse auf Basis der DGGE-
Profile in hoherem MaRe physikalische Parameter (v.a. Sichttiefe und Chlorophyll-a-Konzentration,
Sauerstoffkonzentration, Leitfahigkeit) als relevante Einflussfaktoren aus. Die Biovolumina verschiedener
Phytoplanktongruppen zeigen deutlichere Zusammenhange zur mikrobiellen Gemeinschaft auf Basis der
Sequenzierungsdaten, jedoch werden auch anhand der DGGE-Profile Diatomeen-Biovolumen und
Gesamtbiovolumen als relevante Faktoren deutlich. Fir die Bakterioplaktonzusammensetzung < 5 um von
2013 zeigen beide Analysen Ubereinstimmend weniger Zusammenhadnge zu Umweltparametern, die
Sichttiefe und nach Sequenzierungsdaten auch die Chlorophyllkonzentration sind dabei die Parameter mit
der hochsten Signifikanz. Verschiedene chemische Parameter zeigen Zusammenhange zu den DGGE-
Profilen, nicht jedoch zur mikrobiellen Struktur gemaR den Sequenzierungsdaten. Fir die
Bakterioplanktonzusammensetzung > 5 pm des Jahres 2013 bestehen die meisten Ubereinstimmungen
zwischen den beiden Methoden, eventuell spielt hier die h6here Abundanz der Chloroplasten-Sequenzen
eine Rolle. Beide Verfahren weisen fiir Phosphat-, Nitrat- und DOC-Konzentration, Sauerstoffgehalt- und
sattigung, Wassertemperatur und Niederschlagssummen im Vorfeld der Probenahme signifikante

Zusammenhange zur Bakterioplanktonzusammensetzung aus.

Sowohl anhand der Amplikonsequenzierungsdaten als auch an den DGGE-Profilen zeigten sich deutliche
Unterschiede zwischen den Proben der beiden GroRenfraktionen, die auch in den jeweiligen
Clusteranalysen getrennte Cluster bilden. Die DGGE-Profile der bakteriellen Gemeinschaft an der
Entnahmestelle (2 m Wassertiefe) der Talsperre Saidenbach zeigten fiir die GréRenfraktion >5um haufiger
jahrestibergreifende Gemeinsamkeiten als flr die Fraktion < 5 um. Vor allem im Frihjahr und Friihsommer
traten Cluster der entsprechenden Zeitpunkte der Jahre 2013 bis 2015 auf. Die Mehrheit der Proben des
Jahres 2013 bildete jedoch ein separates Cluster, wahrend zwischen den Proben von 2014 und 2015
haufiger Gemeinsamkeiten auftreten. Daran haben die meteorologischen Bedingungen des Jahres 2013
mit der verspateten und verkiirzten Frihjahrzirkulation sowie dem Starkregenereignis Anfang Juni
hochstwahrscheinlich einen groBen Anteil. Wie aus aktuellen Studien hervorgeht, haben die Schichtungs-
und Zirkulationsverhaltnisse vor allem in meso- und oligotrophen Gewassern einen starken Einfluss auf die
Entwicklung  der  Organismen, insbesondere  der  des Phytoplanktons:  Verlangerte
Frihjahrszirkulationsphasen durch milde Winter ohne Eisbedeckung erméglichen Diatomeen ein langeres
Verbleiben in der euphotischen Zone, sodass trotz geringer Nahrstoffbelastung héhere Biovolumina
gebildet kdnnen. Wird die Dauer der Friihjahrszirkulation durch eine schnelle Erwarmung der Wassersaule
verkirzt, stehen mehr Nahrstoffe fiir die sommerliche Phytoplanktonentwicklung zur Verfligung. In dieser

kénnen die auftriebsaktiven Cyanobakterien gegeniiber anderen Phytoplanktern durch langer andauernde
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und stabilere Sommerstagnationsphasen zusatzlich begiinstigt sein [87]. Die DGGE-Profile der Proben
< 5 um der Monate Juli-September 2013, September — November 2014 und August 2015 bildeten jedoch
ein gemeinsames Cluster, was in Anbetracht der Starkniederschlage Anfang Juni 2013 (lberraschend ist.
Die Gemeinschaft der frei lebenden Bakterien reagiert moglicherweise weniger stark auf singulare
Ereignisse als die Fraktion >5pum mit den partikelassoziierten Bakterien und insbesondere dem
Phytoplankton. Anhand der 16S-Amplikon-Sequenzierungsdaten wurden Proben der GrofRenfraktion
<5um gleicher Saisonabschnitte aus den Jahren 2012 und 2014 ebenfalls hdufig in gemeinsame Cluster
gestellt. Die Analyse zeigt insgesamt, dass bei entsprechenden Randbedingungen durchaus
wiederkehrende Muster der bakteriellen Gemeinschaft auftreten, diese jedoch auch deutlich

durchbrochen werden kdnnen.

Anhand von DGGE-Profilen gréRenfraktionierter Proben (> 5um und 5-0,2 um, Primer 341F/907R)
stellten R6sel und Kollegen [178] sowie Allgaier & Grossart [27] ebenfalls deutliche Unterschiede zwischen
den Profilen der beiden GroRenfraktionen fest. Dabei wiesen die Bandenmuster der frei lebenden
Bakterien (< 5 pum) wie in den hier untersuchten Profilen eine stirkere Ahnlichkeit untereinander auf,
wogegen die Profile flir die GroRenfraktion >5 um eine starkere saisonale Dynamik zeigten. Fir die
partikelasssoziierten Bakterien wurden von Résel und Kollegen Korrelationen zu N&hrstoffen (Nitrat,
Ammonium, Gesamtstickstoff), der Abundanz verschiedener Phytoplanktongruppen und der
Wassertemperatur gefunden. Im oligotrophen Stechlinsee waren vor allem physikalische GroéRen
(Wassertemperatur, Leitfahigkeit, Sichttiefe) und das Zooplankton von Bedeutung fiir die mikrobielle
Gemeinschaft > 5um, im mesotrophen Gewadsser Breiter Luzin spielten vor allem das Phytoplankton und
der Gesamtphosphor eine Rolle [27]. Die Struktur der frei lebenden Bakterien zeigte in den Daten von
Rosel und Kollegen keine signifikanten Korrelationen zu den einbezogenen Umweltparametern. In der
Studie von Allgaier und Grossart (2006) zeigten verschiedenste Parameter (Nahrstoffe, physikalische
GroRen, Zooplankton, Phytoplankton) Einfluss auf die mikrobielle Gemeinschaft < 5um, fiir jeden der vier
untersuchten Seen spielten dabei jedoch nur einzelne, unterschiedliche Parameter eine Rolle. Im
mesotrophen Breiten Luzin waren z.B. die Wassertemperatur, Leitfahigkeit, Gesamtstickstoff und -
phosphat und das Phytoplankton als Einflussfaktoren signifikant. Die Zusammensetzung der nicht nach
GroBenklassen fraktionierten bakteriellen Gemeinschaft des eutrophen Lake Mendota zeigte anhand von
ARISA ebenfalls jahrlich wiederkehrende saisonale Muster und reagierte dabei im Jahresverlauf am
starksten auf die Wassertemperatur und thermische Durchmischungsereignisse, dariiber hinaus wurden
Zusammenhange zu den Konzentrationen an Sauerstoff, Nitrat und Nitrit festgestellt [179]. Anhand der

gleichen Methodik wurde in sechs huminstoffreichen Flachseen eine zeitlich synchrone
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Phytoplanktondynamik belegt, die durch meteorologische Faktoren wesentlich gesteuert wurde. Die
Dynamik der bakteriellen Gemeinschaft hing wesentlich von der Phytoplanktondynamik ab, erwies sich
dabei aber als gewadsserspezifisch [180]. Van der Gucht und Kollegen fanden anhand der DGGE-Profile
(Primerkombination 341F/R518) nicht gréRenfraktionierter Proben ebenfalls ausgepragtere Unterschiede
der bakteriellen Gemeinschaft zwischen den vier untersuchten Seen als im Jahresgang der einzelnen

Gewasser [181].

Anhand der hier analysierten DGGE-Profile wurden fiir die freilebenden Bakterien in allen untersuchten
Jahren statistische Zusammenhdnge zu Sauerstoffgehalt, pH, Wassertemperatur und Sichttiefe
nachgewiesen, die chemischen Parameter incl. Ndhrstoffe zeigten in jedem Jahr andere Relationen zu den
DGGE-Profilen. 2015 wiesen im Unterschied zu den anderen Jahren alle meteorologischen Faktoren
hochsignifikanten Einfluss auf die DGGE-Profile auf, dies gilt gleichermalien fiir die Profile > 5 um. Fir diese
wurden signifikante Zusammenhange zu Sauerstoffgehalt, Wassertemperatur und Sichttiefe sowie zu

Ammonium-Konzentration und dem Cyanobakterien-Biovolumen in allen Jahren nachgewiesen.

Anhand der Daten aus der 16S rDNA Amplikonsequenzierung wurden fiir Proben der GrofRenfraktion
<5um der Jahre 2012 bis 2014 {ibereinstimmend Zusammenhdnge zwischen der bakteriellen
Gemeinschaft und pH-Wert sowie Chlorophyll a-Konzentration festgestellt. Bezlglich der
Nahrstoffkonzentrationen bestanden in den Proben der drei Jahre unterschiedliche Zusammenhdnge. Im
Unterschied zu den Jahren 2012 und 2013 zeigte die Analyse der Proben von 2014 einen starken Einfluss
meteorologischer Faktoren auf die Bakterioplanktonzusammensetzung, der anhand der entsprechenden
DGGE-Profile nicht festgestellt wurde. Proben der GroRenfraktion >5um wurden mittels
Amplikonsequenzierung nur aus dem Jahr 2013 untersucht, fir diese zwolf Proben stand die
Zusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaft in Zusammenhang mit Nitrat, Sauerstoffgehalt und
Niederschlagssumme im Vorfeld der Probenahme. Zusammenhange zwischen der bakteriellen
Gemeinschaft und hydrophysikalischen Parametern, vor allem Sauerstoffgehalt, pH-Wert und
Wassertemperatur, wurden auch anhand von 16SrDNA-Amplikonsequenzierungsdaten verschiedener
Gewasser festgestellt [182], [183], [184], dariiber hinaus zeigen in den verschiedenen Studien jeweils

unterschiedliche Parameter Zusammenhange zur Bakterioplanktonzusammmensetzung.

Der Literaturvergleich sowie die hier erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass die Zusammenhange zwischen
der Struktur der mikrobiellen Gemeinschaft und den Umweltfaktoren hochkomplex und multifaktoriell

sind. Sie variieren zwischen den Gewassern und in verschiedenen Jahren kdonnen unterschiedliche
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Parameter von Bedeutung sein. Konsistentere saisonale Muster und Relationen zu Umweltfaktoren
bestehen z.T. fiir die Abundanz einzelner Gruppen [185]. Neben der Komplexitdt der Interaktionen
zwischen den biotischen und abiotischen Faktoren im Gewadsser spielen moglicherweise auch
verschiedene Zeitskalen fiir die Detektion von Zusammenhdngen eine Rolle, da die Organismen mit
zeitlicher Verzdgerung auf die Anderung eines Umweltfaktors reagieren. Zudem kénnen nicht immer alle
relevanten Faktoren in das Untersuchungsprogramm einbezogen werden, im vorliegenden Fall wurde zum
Beispiel der Einfluss des grazing, was fiir verschiedene Bakterioplanktongruppen von hoher Relevanz ist,

nicht analysiert.

4.2.3 Phylogenetische Einordnung und o6kologisches Verhalten abundanter Taxa

Ergebnisse zahlreicher Studien (u.a. [15], (22), 180)) haben gezeigt, dass in verschiedenen
StRwasserokosystemen aufgrund &dhnlicher Selektionsmechanismen innerhalb der Phyla bestimmte
Bakteriengruppen (sog. freshwater lineages) typischerweise dominant vorkommen. Diese Vertreter
wurden auch in den hier untersuchten Proben der Talsperre Saidenbach und der Vorsperre Forchheim
anhand von DGGE, Klonierung und 16SrDNA-Amplikonsequenzierung dominant nachgewiesen. Fiir einen
Teil dieser Gruppen sollen die phylogenetischen Verwandtschaftsverhaltnisse sowie die Zusammenhange

zu Umweltparametern naher betrachtet werden.

4.2.3.1 Actinobacteria

Vertreter der StiBwasser-clade acl dominieren das Phylum Actinobacteria und erreichen oft die héchsten
Abundanzen unter den Bakterien in verschiedenen SiiBwasserokosystemen insgesamt (u.a. [186]. Fir die
Uberwiegend frei lebenden Bakterien dieser Gruppe ist eine oligotrophe Lebensweise und eine Praferenz
fir neutrale bis schwach alkalische Gewasser bekannt [15], [187], [33] [30]. In der fir die Identifizierung
verwendeten Silva reference files (release 128) werden die zugehdrigen Sequenzen als hgcl-clade
(Sporichthyaceae) klassifiziert. Die Mehrheit dieser Sequenzen wird in beiden Sequenzierungen in drei
OTUs eingeordnet, in der Sequenzierung der Proben von 2012/2014 treten darliber hinaus mehr OTUs mit
geringeren Sequenzanteilen auf. Dies ist moglicherweise dadurch bedingt, dass ca. 230 bp langere
Sequenzen gewonnen wurden und in diesem Bereich weitere Sequenzunterschiede liegen kdnnen. Zum
aktuellen Zeitpunkt ist aus der Literatur noch kein Isolat der acl-Linie bekannt. Anhand einer gemischten
Anreicherungskultur wurde durch Jezbera und Kollegen eine Beschreibung flr Candidatus Planktophila
limnetica erstellt (C. Planktophila limnetica MWH-EgelM2-3.acl), die zur acl-All clade (nach [30])
zugeordnet wurde. Anhand einer Ausdiinnungsstragie konnten Neuenschwander und Kollegen

Genomsequenzierungen durchfihren, die eine weitere Differenzierung innerhalb der Acl-clade zeigten
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(Neuenschwander,S.M., Salcher,M., Ghai,R. and Pernthaler,).: High microdiversification within the
ubiquitous acl lineage of Actinobacteria; 28-Jun-2016, unveroffentlicht).
Abbildung 109 zeigt die phylogenetischen Verhaltnisse zwischen den hier erhaltenen OTUs und den

genannten Isolaten.

CP016783.1:652273-653795 Candidatus Planktophila lacus isolate MMS-IIB-60

@ OTU 5A

CP016773.1:631592-633114 Candidatus Planktophila sulfonica isolate MMS-IA-56
CP016777.1:621576-623097 Candidatus Planktophila dulcis isolate MMS-IIA-65

® OTU 5B

CP016774.1:604143-605664 Candidatus Planktophila versatilis isolate MMS-IA-79
® OTU 238

NZ CP016776.1:721044-722561 Candidatus Planktophila vernalis isolate MMS-lIA-15
€ OTU 1A

7'@® OTU 1B
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NZ CP016782.1:684472-685991 Candidatus Planktophila limnetica sp. MMS-VB-114
@ OTU 14A

95 | FJ428831.1 Candidatus Planktophila limnetica strain MWH-EgelM2-3.acl

@ OTU 11B
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Abbildung 109: Phylogenetischer Stammbaum abundanter OTUs der 16S —Amplikon-Pyrosequenzierungen und
kultivierter Stamme der hgcl-clade innerhalb der Actinobacteria; die Berechnung des Stammbaums erfolgte mit der
Software MEGAS basierend auf der Neighbor-Joining —-Methode [188] und dem Jukes-Cantor-Modell [189] ; Zahlen
an den Abzweigungen entsprechen bootstrap-Werten nach 500 Wiederholungen; Bezeichnung der OTUs: A =
Sequenzierung von Proben von 2013 mit GS FLX-Titanium series chemistry, B= Sequenzierung von Proben der Jahre
2012 und 2014 mit GS FLX-++Titanium series chemistry

Die jeweils sequenzstdrksten OTUs 1A (Proben 2013) und 1B (Proben 2012 und 2014) werden in ein Cluster
mit C. Planktophila vernalis geordnet. Die OTUs 5A und 5B zeigen im sequenzierten DNA-Abschnitt die
héchste Ubereinstimmung mit den Isolaten von C. Planktophila lacus, C. Planktophila dulcis, C.
Planktophila sulfonica und C. Planktophila versatilis. Das Cluster wird jedoch nur durch einen bootstrap-
value von 66 gestitzt. Die OTUs 14A und 11B hingegen clustern deutlich mit den beiden Stammen von C.
Planktophila limnetica aus verschiedenen Studien. Die hinsichtlich der Sequenzanzahl zweitstarksten OTUs

2A und 2B zeigen in dieser Analyse héhere Ubereinstimmungen mit weiteren OTUs als mit den Sequenzen
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der einbezogenen Isolate. Das Auftreten dieser OTUs deutet auf eine weitere Diversitat innerhalb der clade

hin fiir deren Vertreter noch keine Isolate bzw. Sequenzen zur Verfligung stehen.

Die relativen Abundanzen der als Actinobacteria identifizierten Sequenzen in der GréRenfraktion < 5 um
zeigten keine signifikanten (p<0,05) Korrelationen zu den betrachteten Umweltfaktoren. Die relativen
Abundanzen der einzelnen OTUs weisen hingegen entsprechende Korrelationen auf, anhand derer auch
unterschiedliche saisonale Entwicklungen der einzelnen OTUs erkennbar werden. Abbildung 110 zeigt die

Variation der Sequenzanteile abundanter OTUs der hgcl-clade und ihre Korrelationen mit Umweltfaktoren.
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