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Einleitung 1

1 Einleitung

Diversitat von Lebensgemeinschaften — ein Paradoxon?

Die Detektion unterschiedlicher Muster in der Verteilung und Haufigkeit von Organismen so-
wie die Suche nach Mechanismen, die eine kausale Erklarungen dieser Muster erlauben, ge-
héren zu den zentralen Themen der Okologie (KREBS 1985; BEGON et al. 1990). Aus diesem
Grund hat die Artenvielfalt oder auch Diversitat* als ein evidentes Charakteristikum von Le-
bensgemeinschaften, fur das sich in unterschiedlichen Lebensrdumen und zu unterschied-
lichen Zeitpunkten im selben Lebensraum augenfallige Differenzen beobachten lassen, Oko-
logen seit jeher beschaftigt. Das Phanomen der Koexistenz verschiedener Arten, welches
durch alltagliche Beobachtung zunachst selbstversténdlich erscheint, stellt, spatestens seit
der Formulierung des im wesentlichen auf den Ergebnissen von GAUSES Konkurrenzversuchen
(GAUSE 1937) basierenden Konkurrenz-Ausschluss-Prinzips (HARDIN 1960), vom theoretischen
Standpunkt aus ein nicht selbstversténdlich zu l6sendes Problem dar. Durch seine Experi-
mente an Modell-Lebensgemeinschaften verschiedener Paramecium-Arten konnte GAUSE
namlich zeigen, dass Konkurrenz um eine limitierende Ressource zur Selektion des starksten
Konkurrenten und zum Ausschluss aller weniger konkurrenzstarken Organismen fuhrt. Es
stellt sich daher die grundséatzliche, von HUTCHINSON in seinem beriihmten ,Santa Rosalia”-
Artikel aufgegriffene Frage, warum in einem System tberhaupt verschiedene Arten koexistie-
ren konnen (HUTCHINSON 1959).

Der Versuch, das ,Paradoxon” der Koexistenz verschiedener Arten (HUTCHINSON 1961) und
Unterschiede in der Diversitat von Lebensgemeinschaften zu deuten, hat, im Gegensatz zu
den meisten tbrigen in der Okologie untersuchten Phanomenen, eine Vielzahl unterschiedli-
cher Erklarungsansatze hervorgebracht. Allein ein kursorischer Literaturiiberblick von PALMER
(1994) konnte 120 verschiedene, wenn auch in ihren Annahmen z. T. Uberlappende, Hypo-
thesen identifizieren, die auf die Deutung der Unterschiede von Artenzahl bzw. Diversitat
Bezug nehmen. Grundsatzlich lassen sich zwei verschiedene Konzepte unterscheiden, die
sich in der historischen Entwicklung der diesbeziiglichen theoretischen Ansatzen ablosten.
Zunachst wurde davon ausgegangen, dass sich die Populationen der verschiedenen Orga-
nismen unter stabilen Umweltbedingungen in bezug auf die konkurrenzbestimmenden Para-
meter in einem Gleichgewichtszustand?® (Equilibrium) befinden und die Koexistenz von Arten

1 Der Begriff Diversitat wird im Folgenden als Synonym fiir Artenvielfalt verwendet. Diversitat von Lebensgemein-
schaften ist durch Diversitédtsparameter quantifizierbar. Der einfachste Parameter ist die Zahl der koexistierenden
Arten; andere Parameter kombinieren in einem Index die Information Uber die Artenzahl und die Artenabundanz-
verteilung.

2 Gleichgewicht im 6kologischen Kontext bedeutet, dass eine Population oder mehrere Populationen von Orga-
nismen, deren Populationsgrofie ein bestimmtes Niveau in einem Okosystem aufweisen, tendenziell dieses Popu-
lationsniveau halten und nach geringfiigigen Abweichungen zu diesem Niveau zuriickkehren (BEGoN et al. 1990).
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durch die Vielzahl 6kologischer Nischen und eine dementsprechend hochgradige Spezialisie-
rung der Organismen zu erkléren ist (z. B. HUTCHINSON 1957; HUTCHINSON 1959; MACARTHUR
& LEVINS 1967; MAY 1973; TILMAN 1982 in BEGON et al. 1990). Neuere Erklarungsansatze
zeichnen sich dadurch aus, dass sie gerade die Grundannahme eines Equilibrium in Frage
stellen und in der Dynamik von Umweltparametern, die ein Erreichen des Endzustandes im
Konkurrenzausschlussprozess verhindern, die Hauptursache fir mdgliche Koexistenz sehen
(z. B. HUTCHINSON 1961; RICHERSON et al. 1970; ARMSTRONG & MCGEHEE 1976; CONNELL 1978;
LEVINS 1979; PETRAITIS et al. 1989). Die Tatsache, dass HUTCHINSON in seinen beiden be-
kanntesten Artikeln zum Thema Diversitat Argumente zunachst vor allem fir die eine (1959),
spater fur die andere grundsatzliche Sichtweise (1961) anfihrt, illustriert diesen scheinbaren
Paradigmenwechsel. Die grundlegenden Ubereinstimmungen der existierenden Hypothesen
versucht PALMER (1994) zu verdeutlichen, indem er das Konkurrenz-Ausschluss-Prinzip, Ursa-
che fur die Bewertung der Koexistenz unterschiedlicher Arten als Paradoxon, als den logi-
schen Ausgangspunkt des Problems der Artenvielfalt deutet. Analog zum konzeptionellen
Ansatz des Hardy-Weinberg-Prinzips zur Analyse der Bedingungen, die Evolution ermdglichen
(HARDY 1908 in PALMER 1994), definiert er Bedingungen, die als Voraussetzung fur das Ein-
treten von Konkurrenzausschluss erfillt sein mussen. Tritt Konkurrenzausschluss nicht auf,
wurde wenigstens eine dieser Bedingungen nicht erfillt. Zu den wichtigsten von PALMER ge-
nannten Bedingungen, bei deren Verletzung Koexistenz zu beobachten ist, zahlen sowohl
zeitliche als auch rdumliche Konstanz der Umweltbedingungen sowie Gleichheit der Organis-
men in ihren Ressourcenanspriichen, ihrer Uberlebensfahigkeit und ihrer Rekrutierungsfahig-
keit durch Wachstum bzw. Immigration.

Wann immer also Konkurrenz um limitierende Ressourcen durchbrochen wird, kann durch
die Ermoglichung von Koexistenz mit Auswirkungen auf die Diversitat von Lebensgemein-
schaften gerechnet werden.

Connells ,,Intermediate Disturbance Hypothesis” — eine mogliche Erklarung des

Paradoxons?

Die ,Intermediate Disturbance Hypothesis” (IDH), die von CONNELL (1978) urspringlich fir
tropische Regenwalder und Korallenriffe formuliert wurde, sieht im Auftreten von Stérungs-
ereignissen, die das Absterben bzw. eine Schadigung von Organismen in Lebensgemein-
schaften zur Folge haben, eine wesentliche Ursache fur die zeitweilige Durchbrechung von
Konkurrenz und betrachtet Stérungen somit als bestimmenden Faktor, der auf die Diversitat
von Lebensgemeinschaften Einfluss nimmt.

Ausgangspunkt fir CONNELLS Hypothese sind vor allem Beobachtungen, die in bezug auf den
Verlauf von Sukzessionen in den beiden genannten Okosystemen nach Stérungsereignissen,
wie Rodungen und Sturmen, gemacht wurden. Derartige Stérungen wirken sich durch die
Ausdunnung der Organismendichte vor allem auf die Verfligbarkeit von Besiedlungsraum
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aus, der in solchen sessilen Lebensgemeinschaften in vielen Fallen die limitierende Ressource
darstellt. Die in Folge solcher Stérungen einsetzende Neubesiedlung zeichnet sich durch eine
charakteristische Sukzession funktioneller Organismengruppen aus. Bestimmt wird sie zum
einen durch die Zeit, die fur die Rekrutierung sich neu ansiedelnder Organismen notig ist,
und zum anderen durch die Konkurrenz um die im Verlauf der Sukzession abnehmend zur
Verfligung stehenden Ressource Besiedlungsraum. So dominieren unmittelbar nach Stérun-
gen Organismen, die sich im allgemeinen durch gute Kolonisierungsfahigkeit und kurze Ge-
nerationszeiten auszeichnen, jedoch haufig konkurrenzschwach sind. Mit zunehmender Fort-
dauer ungestorter Bedingungen nimmt zum einen die Rekrutierung neuer, typischerweise
spater in Sukzessionen auftretender Arten, aber auch die Konkurrenz um limitierende Res-
sourcen zu. Bei lang anhaltenden stérungsfreien Zeitraumen sind Lebensgemeinschaften vor
allem durch eine Dominanz von Klimax-typischen, h&ufig langlebigen Organismen gekenn-
zeichnet, die sich als erfolgreiche Konkurrenten oder als besonders resistent gegen Abster-
ben erwiesen haben.

Dieser Sukzessionsverlauf ist begleitet von einer charakteristischen Anderung in der Diversi-
tat der Lebensgemeinschaft. Zu Beginn ist das Spektrum der vorhandenen Arten beschrankt
durch die geringe Zeit, die fir eine Besiedlung zur Verfiigung stand, aber auch durch geringe
Anzahl spezialisierter Pionier-Arten. In der Endphase fiihrt Konkurrenzausschluss zu einer
geringen Diversitat durch die Dominanz einiger weniger konkurrenzstarker Klimax-Arten.
Eine besonders hohe Diversitat ist dagegen fir die mittlere Sukzessionsphase kennzeich-
nend, die sich durch die gréfite Vielfalt funktioneller Gruppen und somit verschiedener Arten
auszeichnet. In dieser Phase reichte die Zeit fur einen konkurrenzbedingten Ausschluss der
Besiedlungsspezialisten noch nicht aus, war jedoch lang genug, um eine Ansiedelung von
effizienten Konkurrenten zu erméglichen. Die storungsbedingte zeitliche Fluktuation der limi-
tierenden Ressource, aber auch die Unterschiede der Organismen in bezug auf Konkurrenz-
und Besiedlungsstrategien wirkten im Verlauf der Sukzession zeitweilig einem Konkur-
renzausschluss entgegen (vergl. PALMER 1994). Das resultierende unimodale Diversitatsmu-
ster ist nach CONNELL charakteristisch fur die Entwicklung einer Lebensgemeinschaft zwischen
zwei Stérungsereignissen, die lange genug auseinander liegen, so dass Klimaxgesellschaften
anndhernd erreicht werden (Abb. 1.1).

Stérungsereignisse treten im allgemeinen mit einer standorttypischen H&aufigkeit und Inten-
sitat auf, so dass Lebensgemeinschaften einem fir das Habitat typischen Stérungsregime
ausgesetzt sind. Ein Gradient dieser zwei Aspekte eines Stérungsregimes erzeugt nach
CONNELL ebenfalls ein unimodales Diversitatsmuster, welches die jeweilige Diversitat desjeni-
gen Sukzessionsstatus widerspiegelt, an dem im Mittel der Sukzessionsverlauf durch die
Stérungen unterbrochen wird:

Sind Stdrungen haufig bzw. sehr intensiv, kdbnnen sich nur einige wenige Pionier-Arten in der
Lebensgemeinschaft etablieren. Bei volliger Abwesenheit von Stdrungen oder langen St6-
rungsintervallen reduziert Konkurrenzausschluss die Diversitat. Ein Stérungsregime, welches
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durch mittlere Stérungshaufigkeit bzw. Intensitat gekennzeichnet ist, erlaubt eine Koexistenz
sowohl der konkurrenzstarken Klimax-Arten als auch der weniger konkurrenzstarken Pionier-
Arten, da die ersteren nach jeder Stérung genigend Zeit, die letzteren eine wiederholte
Mdglichkeit fur eine Etablierung haben. Unter diesen Bedingungen sollte nach CONNELL eine
maximale Diversitat moglich sein (Abb. 1.1).

hoch
:§
in
()
2
a
niedrig
direkt nach der Stérung lange nach der Stérung
Stérung haufig selten
Stérung grof3 gering

Abb. 1.1: Graphische Darstellung der ,,Intermediate Disturbance Hypothesis”, verdndert nach ConNELL (1978)

Die Existenz von Stérungsereignissen, die verhindern, dass der Prozess des Konkurrenzaus-
schlusses seinen Endpunkt erreicht, lasst sich praktisch fiir jede Lebensgemeinschaft anneh-
men, weshalb die IDH auch besonders geeignet erscheint, die ,paradoxe” Koexistenz vieler
Arten zu erklaren (REYNOLDS et al. 1993). Dies und unter umsténden auch die einfache Form
als Wortmodell haben dazu beigetragen, dass die IDH aufl3erordentlich haufig und weit Uber
den urspriinglichen Bereich sessiler tropischer Organismengemeinschaften hinaus zur Erkla-
rung von Diversitatsunterschieden herangezogen wurde. So existieren aus dem Bereich der
aquatischen Okologie, neben weiteren Studien zur Diversitat von sessilen Lebensgemein-
schaften in Korallenriffen (z. B. HIXON & BROSTOFF 1983; DOLLAR & TIBBLE 1993; ARONSON &
PRECHT 1995), Arbeiten flr Makroalgengemeinschaften marinen Gerdlllitorals (Sousa 1979),
Weichboden-Benthoslebensgemeinschaften (z. B. KUKERT & SMITH 1992; AUSTEN et al. 1998;
WIDDICOMBE & AUSTEN 1999; FROUIN 2000), Bachzoobenthos (z. B. DOEG et al. 1989; DEATH &
WINTERBOURN 1995; TOWNSEND et al. 1997), Epilithon (FAYOLLE et al. 1998), Fischlebensge-
meinschaften (z. B. PEARSONS et al. 1992), Phytoplankton (z. B. ROBINSON & SANDGREN 1983;
GAEDEKE & SOMMER 1986; PADISAK 1993; SOMMER 1995; BARBIERO et al. 1999; FLODER &
SOMMER 1999; HAMBRIGHT & ZOHARY 2000) und Zooplankton (WEIDER 1992; ECKERT & WALZ
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1998), die sich auf die IDH zur Erklarung von beobachteten Diversitdatsmustern beziehen. Im
Bereich der terrestrischen Okologie liegen Arbeiten mit Bezug auf die IDH, neben weiteren
Studien an tropischen Waldern (z. B. BURSLEM & WHITMORE 1999), fur die unterschiedlichsten
Vegetationstypen vor, von Salzmarschen angefangen (HACKER & BERTNESS 1999), Uber Step-
pen- und Buschlandvegetation (z. B. ARMESTO & PICKETT 1985; MCINTYRE & LAVOREL 1994;
ODGAARD 1994; COLLINS et al. 1995; TREBINO et al. 1996; SCHWILK et al. 1997; BECKAGE &
StouTt 2000) bis hin zu Buchenwéldern gemaRigter Breiten (HIURA 1995). Auch Insektendi-
versitat (SzZENTKIRALYlI & KozAR 1991) und die Diversitat von Vogel-Lebensgemeinschaften
(MARONE 1990) wurde anhand der IDH interpretiert.

Die beobachteten Diversitatsmuster werden im allgemeinen als Beleg fur einzelne Aspekte
der IDH gesehen. Wahrend sich viele Studien ganz allgemein auf die Sukzessionsmuster
bzw. die Diversitatsanderungen zwischen zwei Stérungen beziehen (z. B. DOEG et al. 1989;
MARONE 1990; PEARSONS et al. 1992; ECKERT & WALz 1998; LINDENSCHMIDT & CHORUS 1998;
BARBIERO et al. 1999; BURSLEM & WHITMORE 1999), dienen anderen Arbeiten die Annahmen
der IDH entweder bezuglich der Storungshaufigkeit (z. B. SOUSA 1979; GAEDEKE & SOMMER
1986; WEIDER 1992; PADISAK 1993; FAYOLLE et al. 1998; BECKAGE & STOUT 2000) oder der St6-
rungsintensitat (z. B. HIXON & BROSTOFF 1983; DOLLAR & TIBBLE 1993; TREBINO et al. 1996;
AUSTEN et al. 1998; WIDDICOMBE & AUSTEN 1999) oder beider Aspekte von Stérungsregimes
(z. B. ODGAARD 1994; ARONSON & PRECHT 1995; DEATH & WINTERBOURN 1995; HIURA 1995;
SOMMER 1995; TOWNSEND et al. 1997; FLODER & SOMMER 1999) als Referenzrahmen. Die natur-
lichen oder experimentell herbeigefuhrten Einflisse, die als Storungen der Lebensge-
meinschaften betrachtet wurden, sind meist, ebenso wie in CONNELLS urspriinglicher Arbeit,
mit dem Verlust oder der Schadigung von Organismen verbunden; in manchen Studien sind
die Auswirkungen der Stérungen jedoch auf die Ressourcen der Organismen, deren Diversi-
tat betrachtet wird, beschrankt (z. B. MARONE 1990; ECKERT & WALz 1998). Als Stérungen
wurden Einflisse wie Brandrodung bzw. natirlich auftretende Vegetationsbrande (MARONE
1990; ODGAARD 1994; COLLINS et al. 1995; SCHWILK et al. 1997; BECKAGE & STOUT 2000),
Stirme (DOLLAR & TIBBLE 1993; ARONSON & PRECHT 1995; HIURA 1995; BARBIERO et al. 1999),
Uberflutung (TREBINO et al. 1996; HACKER & BERTNESS 1999), flutbedingte Auswaschung und
Scherstress (PEARSONS et al. 1992; DEATH & WINTERBOURN 1995; TOWNSEND et al. 1997;
FAYOLLE et al. 1998; HAMBRIGHT & ZOHARY 2000), Brandungseinfluss (Sousa 1979), asaisonale
Durchmischungsereignisse in geschichteten Wasserkérpern (PADISAK 1993; ECKERT & WALZ
1998; FLODER & SOMMER 1999), Fraldruck (HIXON & BROSTOFF 1983; AUSTEN et al. 1998), Bio-
turbation (AUSTEN et al. 1998; WIDDICOMBE & AUSTEN 1999), landwirtschaftliche Bearbeitung
(SZENTKIRALYI & KOzAR 1991), organische Umweltbelastung (FRouIN 2000) und fluktuierende
Versorgung mit Nahrstoffen bei gleichzeitiger Populationsausdiinnung in experimentellen
Mikrokosmen (GAEDEKE & SOMMER 1986; WEIDER 1992; SOMMER 1995) untersucht.
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Trotz der fast universellen und haufigen Bezugnahme auf die IDH® und ihres Lehrbuchstatus
als anerkannte Hypothese zur Erklarung von Unterschieden in der Diversitat (z. B. KREBS
1985; BEGON et al. 1990; LAMPERT & SOMMER 1993) wurde die IDH bisher selten konsequenten
Tests unterzogen, die einen statistisch gesicherten Nachweis der jeweils untersuchten An-
nahme der IDH ermdglichen. Die Ergebnisse der wenigen Studien, die diesbeziiglich existie-
ren, sind nicht konsistent. Wahrend einige Arbeiten klare Nachweise fur ein erhéhtes Diver-
sitatsniveau unter dem Einfluss von Stérungen mittlerer Haufigkeit bzw. mittlerer Intensitat
und dementsprechend niedrigere Diversitatswerte fur die beiden Pole der untersuchten Sto-
rungsgradienten liefern (z. B. SOUSA 1979; HIXON & BROSTOFF 1983; GAEDEKE & SOMMER 1986;
ODGAARD 1994; ARONSON & PRECHT 1995; HIURA 1995; SOMMER 1995; TOWNSEND et al. 1997;
FLODER & SOMMER 1999), konnten solche unimodalen Diversitdtsmuster in anderen Studien
nicht bestatigt werden (z. B. ARMESTO & PICKETT 1985; WEIDER 1992; COLLINS et al. 1995;
TREBINO et al. 1996; SCHWILK et al. 1997; BECKAGE & SToUT 2000). Gleiches trifft fir die vor-
Ubergehende Diversitatserhohung zwischen zwei Stérungen zu, die von manchen Studien
bestatigt (z. B. KUKERT & SMITH 1992; DESCY 1993; DOLLAR & TIBBLE 1993; COLLINS et al. 1995;
BARBIERO et al. 1999; HAMBRIGHT & ZOHARY 2000), von anderen jedoch nicht belegt werden
kann (z. B. DOEG et al. 1989; ROGERS 1993; TREBINO et al. 1996).

Ferner kénnen die wenigsten Studien klare Hinweise geben, inwieweit die von CONNELL po-
stulierten Mechanismen - Konkurrenz um eine stdrungsbedingt fluktuierende limitierende
Ressource und Resistenz gegen Schadigung durch Stérung - tatséchlich ausschlaggebend fir
die beobachteten Diversitdtsmuster sind. Eine funktionelle Charakterisierung der Organis-
men, die Rickschlisse diesbeziglich erlaubt, ist aufgrund der Komplexitat der untersuchten
Systeme und der meist komplexen Auswirkungen der untersuchten Stérungen oft nicht moég-
lich (PADISAK 1993; ODGAARD 1994; COLLINS et al. 1995; DEATH & WINTERBOURN 1995; HIURA
1995; TOWNSEND et al. 1997). Zudem wird der Begriff der Stérung in den wenigsten Studien
klar definiert.

Auch sind bisher nur &uRerst selten Versuche unternommen worden, die in der IDH verwen-
deten relativen Klassifizierungen, wie ,selten”, ,mittelhaufig”, ,haufig” bzw. ,gering”, ,,mittel-
stark”, ,stark” und ,kurz nach” bzw. ,lang nach” durch die Verwendung allgemein giltiger
Skalen zu konkretisieren. Einzig aus dem Bereich der Planktondkologie liegen Arbeiten vor,
die als generelle zeitliche Bezugsskala die Generationszeit der untersuchten Organismen
verwendeten. Diese Studien konnten so eine kritische Intervalllange von > 1 Generationszeit
und < 4 Generationszeiten zwischen den Stérungsereignissen eines Storungsregimes identifi-
zieren, die zu erhéhten Diversitatswerten gegentiber haufigeren bzw. seltener auftretenden
Stérungen fihrt (GAEDEKE & SOMMER 1986; PADISAK 1994; FLODER & SOMMER 1999). Eine allge-

3 Seit ihrer Verdffentlichung wurde ConneLLs urspriingliche Arbeit zur IDH laut Web of Science® bis heute ca. 1500
mal allein in wissenschaftlichen Zeitschriften zitiert.
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meine, durch Korrelationen gestitzte Beziehung zwischen Diversitat und Stérungshaufigkeit,
die Generationszeiten als Bezugsskala hat, konnte bisher jedoch noch nicht aufgestellt wer-
den.

Die Inkonsistenz in den Ergebnissen der empirischen Studien zum Einfluss von Stérungen auf
die Diversitdt von Lebensgemeinschaften, die bisher weitgehend fehlende Konkretisierung
von Bezugsskalen fir eine allgemeingultige Dimensionierung von Stdrungsgradienten sowie
die anhand von Modelluntersuchungen belegte Anfalligkeit der Quantifizierung von Diversitat
fur beprobungsbedingte Artefakte sind daher der Grund, dass auch 20 Jahre nach ihrer For-
mulierung und trotz weitreichender Etablierung in der Diversitatsforschung die allgemeine
Gultigkeit und das Erklarungspotential der IDH immer noch in Frage gestellt wird (MACKEY &
CURRIE 2000).

Diversitat planktischer Bakteriengemeinschaften — ein Fall ftr die IDH?

Auffallig bei der weitreichenden Bezugnahme der IDH auf die verschiedensten Habitate und
die unterschiedlichsten Organismentypen ist das Fehlen von Arbeiten, die sich mit Unter-
schieden in der Diversitat von bakteriellen* Lebensgemeinschaften befassen. Diese Abwesen-
heit ist nicht durch das Konzept der IDH begriindet, sondern erklart sich aus der generellen
Schwierigkeit, die mit der Erforschung bakterieller Diversitat verbunden ist. Diese besteht
zum einen darin, dass die geringe Grolie von Bakterien und das weitgehende Fehlen mor-
phologischer Unterscheidungsmerkmale sowie der vergleichsweise hohe Arbeitsaufwand
molekularbiologischer ldentifizierungsmethoden (EMBLEY & STACKEBRANDT 1997; GOODFELLOW
et al. 1997) eine Unterscheidung und spezifische Quantifizierung unterschiedlicher bakteriel-
ler Organismen mit hoher taxonomischer Auflésung in Untersuchungen mit hohem Proben-
aufkommen fast unmdglich machen. Zudem scheint in natirlichen Systemen die Zahl unter-
schiedlicher bakterieller Organismen nahezu ,unbegrenzt” zu sein (PACE 1997; TORSVIK et al.
1998), so dass es bisher kaum madglich war, diese mit den zur Verfugung stehenden Metho-
den zuverlassig auszuloten. Diese Tatsache qualifiziert jedoch gerade Bakteriengemein-
schaften dazu, HUTCHINSONS (1961) urspringlich auf das Phytoplankton bezogene Feststel-
lung eines ,Paradox of the Plankton” auf Lebensgemeinschaften wie das Bakterioplankton
auszudehnen.

Aufgrund der methodischen Problematik sind dkologische Studien, die sich mit der taxonomi-
schen Zusammensetzung von planktischen Bakteriengemeinschaften beschaftigen, bei Ver-
wendung sequenzanalytischer Methoden im allgemeinen auf punktuelle Untersuchungen in
Zeit und Raum beschrankt (z. B. BAHR et al. 1996; HIORNS et al. 1997; DENISOVA et al. 1999)
oder ermdglichen bei Anwendung von Oligonukleotidsonden nur eine verhaltnismafig grobe

4 Der Begriff ,bakteriell” oder ,Bakterien” wird im Folgenden nicht im streng phylogenetischen Sinn auf das Su-
perreich der Bacteria (WoEesEt et al. 1990), sondern allgemein auf prokaryotische Organismen bezogen verwendet.
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taxonomische Auflésung auf dem Niveau von Ordnungen, Klassen und Stdmmen® (z. B.
PERNTHALER et al. 1997; SIMEK et al. 1997; GLOCKNER et al. 1999; JURGENS et al. 1999). Phy-
siologische (z. B. GARLAND & MILLS 1991; FLIERMANS et al. 1997), chemische (z. B. FERREIRA et
al. 1996; RAJENDRAN et al. 1997) und genetische (z. B. HOFLE 1992; LINDSTROM 1998; HOFLE et
al. 1999; LEBARON et al. 1999; Suzuki 1999) Fingerprint- bzw. Profiling-Methoden sowie Me-
thoden zur Abschatzung der Gesamtzahl unterschiedlicher Genome (TORSVIK et al. 1998)
wurden bisher eingesetzt, um generelle Veranderungen in der Zusammensetzung bakterieller
Lebensgemeinschaften unter dem Einfluss sich verdndernder Umweltparameter zu detektie-
ren. Die Spezifitat dieser Methoden ist jedoch in vieler Hinsicht nicht geklart und eine Quan-
tifizierung der unterschiedlichen detektierten Organismen ist fast immer unmdglich (HOFLE
1990; ENGEL et al. 1998; KRSEK 1998; NOLD & ZWART 1998). Eine Quantifizierung von Diversi-
tat, wie sie fur eine Untersuchung der IDH adaquat ware, ist daher fir natlrliche Bakterien-
gemeinschaften bisher praktisch nicht zu realisieren.

Einige wenige Studien befassen sich mit Moglichkeiten der Koexistenz von Bakterien in expe-
rimentellen Mikrokosmen, die eine Komplexitdt von zwei Bakterienstdmmen nicht Uber-
schreiten (LEEGWATER 1983; VAN DER HOEVEN et al. 1985; KURIHARA et al. 1990); experimentelle
Studien, die quantitativ Veranderungen bakterieller Diversitat in Abh&angigkeit von einem
ebenfalls quantifizierten Umweltparameter demonstrieren kdnnen, liegen bisher jedoch auch
fur solche bakteriellen Modell-Lebensgemeinschaften nicht vor.

Modell-Lebensgemeinschaften planktischer Bakterienisolate zur experimentellen
Uberprufung der IDH

Das weitgehende Fehlen von Informationen tber Mechanismen, die unterschiedliche Diver-
sitdtsmuster bei planktischen Bakterien erzeugen, macht diese Organismen zu interessanten
Untersuchungsobjekten fiir eine experimentelle Uberpriifung der IDH. Zudem sind Bakterien
aufgrund ihrer geringen GrolRe und kurzen Generationszeiten generell als Modellorganismen
geeignet, da fur sie eine Vielzahl replizierbarer miniaturisierter Modell-Lebensgemeinschaften

realisiert werden kénnen.

In der vorliegenden Arbeit wurden Lebensgemeinschaften planktischer Bakterienisolate un-
tersucht, die in ihrer Zusammensetzung definiert waren, jedoch eine hohere Komplexitat als
die bisher verwendeten 2-Arten-Systeme aufwiesen. Die Kultivierung erfolgte in Chemosta-
ten, die unterschiedlichen Regimes einer pulsartigen Zufuhr der limitierenden Ressource
Phosphor als ausgesetzt waren. Der Einsatz von Ressourcenpulsen als Stérung folgt insofern
dem von CONNELL implizierten und von TOWNSEND & HILDREW (1994) definierten Konzept der
Storung, als es sich um ein zeitlich diskretes Ereignis handelt, welches die Verfligbarkeit von

5 Stamm im Sinn der systematischen Klassifizierung Phylum.



Einleitung 9

limitierenden Ressourcen erhdoht und somit die Konkurrenzbedingungen verandert. In dem
verwendeten Modell-System war dies jedoch nicht, wie von den genannten Autoren postu-
liert, mit der Entfernung oder Schadigung von Organismen verbunden.

Die vorliegende Arbeit konzentrierte sich vor allem auf die These der IDH, die sich mit der
Abhéngigkeit der Diversitat von der Storungshéaufigkeit befasst. Jedoch auch die IDH-An-
nahme von unimodalen Diversitatsmustern zwischen zwei Stérungsereignissen konnte be-
trachtet werden.

Folgenden Fragen, die sich in bezug auf die IDH im Allgemeinen, aber auch speziell fir Or-
ganismen des Bakterioplankton stellen, sollte in der vorliegenden Arbeit nachgegangen wer-
den:

1. Lasst sich ein unimodales Muster, wie es von der IDH fiir die Beziehung zwischen
Storungsregime und Diversitat ursprtinglich fur tropische Regenwalder und Korallen-
riffe postuliert wurde, auch fur Organismen des Bakterioplanktons statistisch gesi-
chert nachweisen?

2. Lassen sich Muster in der Veranderung der funktionellen Struktur der untersuchten
Modell-Lebensgemeinschaften erkennen, die Hinweise auf den Mechanismus geben,
der fur beobachtete Diversitatsanderungen verantwortlich ist?

3. Kann mit Hilfe des gewdahlten experimentellen Modell-Systems die Bedeutung einer
universellen BezugsgroflRe, wie die Generationszeit der untersuchten Organismen, fur
eine adaquate zeitliche Skalierung der von der IDH postulierten Muster demonstriert
werden? Kann unter Verwendung von Generationszeit als Bezugsskala eine durch
Korrelationen belegte Relation zwischen Diversitat und Stérungshaufigkeit aufgestellt
werden, deren Charakteristika (Position des Maximalwerts fur Diversitat, Form) sich
zur Uberpriifung in anderen Systemen eignen?

Zur Untersuchung der Bakteriengemeinschaften wurde eine Kombination aus klassischen
mikrobiologischen und modernen molekularbiologischen Methoden verwendet:

Die in den Chemostatversuchen verwendeten natirlichen Bakterioplanktonisolate wurden
einerseits molekularbiologisch durch Denaturierungs-Gradienten-Gel-Elektrophorese (DGGE)
und Sequenzierung der 16S rDNA, andererseits physiologisch durch die Bestimmung ihrer
stammespezifischen minimalen Generationszeit charakterisiert. Als Quantifizierungsmethoden
zur spezifischen Abundanzbestimmung der Isolate in den Chemostaten wurden Immunfluo-
reszenzmarkierung und Durchflusszytometrie sowie die Zahlung von Kolonien auf Agarplat-
ten zur Quantifizierung der physiologisch aktiven Populationen verwendet.
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2 Material und Methoden

In dem folgenden Uberblick tiber die verwendeten Methoden und Materialien findet sich in
jedem Abschnitt neben der Darstellung der Vorgehensweise auch eine kurze einleitende Er-
orterung der jeweiligen Methoden. Die detaillierte Auflistung der verwendeten Gerate und
Reagenzien mit genauer Bezeichnung und Angabe des Herstellers bzw. Lieferanten sowie die
Zusammensetzung von Lésungen und Medien ist tabellarisch am Ende des Methodenkapitels
(siehe 2.8) zusammengestellt. Wenn nicht anders angegeben, stammten samtliche verwen-
deten Chemikalien von den Firmen Fluka (Buchs, Schweiz), Merck (Darmstadt), Riedel de
Haen (Seetze), Serva (Heidelberg) oder Sigma (Minchen) und entsprachen der Qualitat
pro analysi. Ist eine dieser Firmen dennoch gesondert erwahnt, so ist die Verwendung spezi-
ell dieses Produktes empfehlenswert. Das zum Ansetzen von Losungen und Medien benétigte
deionisierte Wasser stammte aus Reinstwasseraufbereitungsanlagen der Marken Nanopure
(Barnstaed / Sybron) und Millipore (Milli-Q-Water System).

2.1 Gewinnung und Kultivierung der Versuchsorganismen

Um eine definierte Modell-Lebensgemeinschaft aus Bakterien zu erhalten, die gut fur die
experimentelle Untersuchung in kontrollierten Mikrokosmen geeignet war, galten folgende
Kriterien fur die Versuchsorganismen:

Die Isolate sollten Organismen aus dem Bakterioplankton sein, die auch im naturli-
chen Lebensraum zusammen vorkommen und interagieren kénnen.

Sie sollten im Chemostat kultivierbar sein, ebenso auf Agarplatten, um wahrend der
Experimente eine Moglichkeit zu haben, umgehend Verénderungen in der Zusam-
mensetzung der Lebensgemeinschaft beobachten zu kénnen.

Um eine zuverlassige Unterscheidung bei der Auswertung der Agarplatten zu ge-
wahrleisten, sollten die Isolate deutlich unterschiedliche Koloniemorphologien aufwei-
sen.

Die Modell-Lebensgemeinschaft sollte kein zu eingeschranktes taxonomisches Spek-
trum aufweisen, um durch genetische Variabilitdit mdglichst eine physiologische Va-
riabilitdt der Organismen zu gewahrleisten.
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2.1.1 Gewinnung der Isolate

Die Isolate, die zur Zusammenstellung der Modell-Lebensgemeinschaft verwendet wurden,
stammen aus dem Bakterioplankton des mesotrophen Schohsees (Schleswig-Holstein) und
wurden aus drei verschiedenen Chemostatansatzen isoliert, die in Aufbau und Kulturbedin-
gungen weitgehend den eigentlichen Chemaostatversuchen entsprachen (siehe 2.5.1; jedoch
wurden andere Phosphor- (P)- und Glucosekonzentrationen eingesetzt: 110 pg I* P,
11.25 mg I'* Glucose).

Als Inokulum fur die Chemostaten diente jeweils 1 ml eines <1 pum-Filtrates von Schohsee-
wasser, das zuvor aus 1 m Wassertiefe mit einem Ruttnerschdpfer aus der Seemitte ent-
nommen worden war. Die Wasserproben wurden zu unterschiedlichen Jahreszeiten ent-

nommen (Juni, November, Dezember) und nach der Probennahme steril weiterverarbeitet.

Proben aus den Chemostaten wurden auf Agarplatten so ausplattiert (siehe 2.6.2), dass ein-
zelne Kolonien isoliert werden konnten.

Optisch gut unterscheidbare Kolonietypen (vergl. 2.6.2) wurden durch Verdinnungsausstri-
che in Reinkultur gebracht und mit Hilfe von DGGE (siehe 2.2) auf genetische Unter-
schiedlichkeit gepruft.

2.1.2 Langzeitlagerung der Organismen und Dauerkulturen

Zur Langzeitlagerung der lIsolate wurden Kryokulturen angefertigt und bei —70°C gelagert.
Hierzu wurden dichte 1-2-Tages-Kulturen in flussigem Vollmedium (siehe 2.1.3) mit frischem
Medium gewaschen und mit 15% (v/v) Glyzerin versetzt in Kryoréhrchen eingefroren
(MANIATIS et al. 1982).

Zusatzlich wurden die Stamme mittelfristig auf Agarplatten bei 20°C ohne Beleuchtung kulti-
viert und in ca. monatlichen Abstanden Uberimpft. Als Basismedium fur die 15 %igen (w/v)
Agarplatten diente ein Mineralmedium (WC-Medium, GUILLARD & LORENZEN 1972), siehe
2.8.1), dem 1 g I Glucose und 1 g I* Hefeextrakt hinzugefiigt wurden. In der Subs-
tratzusammensetzung und —konzentration sind die verwendeten Agarplatten somit vergleich-
bar mit R2A-Agarplatten, die gegeniiber sehr hochkonzentrierten Agarmedien zur Kultivie-
rung aquatischer Bakterien empfohlen werden (REASONER & GELDREICH 1985).

2.1.3 Kultivierung in Flussigkultur

Zur Gewinnung der Antigene fir die Herstellung der stammspezifischen Antikdrper (siehe
2.6.3.1) und die vorbereitende Anzucht der Stamme fur das in den Versuchen eingesetzte
Inokulum (siehe 2.5.2) war das Erreichen von hohen Zelldichten in Flussigkulturen nétig.
Hierzu wurden 100-ml-Erlenmeyerkolben mit 50 ml WC-Medium, dem je 2.5 g I Glucose
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und 2.5 g I'* Hefeextrakt zugesetzt waren, befiillt, sterilisiert und nach dem Animpfen 24 —
72 h bis zum Erreichen einer deutlichen Tribung bei 20°C +1°C bei ca. 100 rpm geschuttelt.

2.2 Denaturierungs-Gradienten-Gel-Elektrophorese (DGGE)

Die Denaturierungs-Gradienten-Gel-Elektrophorese (DGGE) wurde als Screening-Methode
zur Auswahl geeigneter Bakterienisolate eingesetzt, da mit ihrer Hilfe auf genetische Unter-
schiede von Organismen getestet werden kann, tber die keine Sequenzinformationen vorlie-
gen. In einem Polyacrylamid-Gel werden gleich lange DNA-Fragmente auf Grund von Unter-
schieden in der Basensequenz aufgetrennt. Die Auftrennung beruht auf der unterschiedlichen
elektrophoretischen Mobilitat von intakten Doppelhelix-Fragmenten und partiell einzelstran-
gigen DNA-Molekilen, deren Wanderung durch das Gel durch die Denaturierung fast voll-
standig gestoppt wird. Bei gleichbleibender Temperatur wahrend der Elektrophorese sorgt
ein linearer Gradient von denaturierenden Substanzen (Harnstoff und Formamid) im Gel da-
fur, dass die DNA-Fragmente infolge ihres sequenzabhangig unterschiedlichen Schmelzver-
haltens an unterschiedlichen Positionen Banden bilden (LERMAN et al. 1984).

Bei den in der DGGE verwendeten DNA-Fragmenten handelte es sich um Teilstlicke der V3-
Region bakterieller 16S rDNA, die auf Grund ihrer genetischen Variabilitdt geeignet sind, un-
terschiedliche Organismen in komplexen Bakterien-Lebensgemeinschaften mittels DGGE zu
detektieren (MuYzeR et al. 1993). Sie wurden durch Polymerasekettenreaktion (polymerase
chain reaction, PCR, (SAIKI et al. 1985) aus genomischer 16S rDNA gewonnen.

Ausgewahlt als Versuchsorganismen fiir spatere Experimente wurden 14 Isolate, die nur eine
Bande aufwiesen, deren jeweilige Position auf dem Gradienten-Gel erkennbar unterschiedlich

waren.

2.2.1 DNA-Extraktion

Fir die Extraktion genomischer DNA aus den Isolaten wurde das kommerzielle Extraktions-
Kitt InstaGene™ Matrix benutzt. Die Extraktion der in Wasser suspendierten Kolonien er-
folgte in 500 pl-Reaktionsgefallen entsprechend den Herstellerangaben und beruht im Prinzip
darauf, dass die Zellen durch einen enzymatischen Inkubationsschritt (56°C, 30 min) und
Hitze (100°C, 10-15 min) aufgeschlossen werden. Zelllyseprodukte, die spater die PCR stdren
konnten, werden durch ein chelatisierendes Harz, Chelex 100, adsorbiert und durch Zentrifu-
gieren aus dem Uberstand entfernt; dieser kann direkt als DNA-Matrizenlésung in der PCR-
Reaktion eingesetzt werden.
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2.2.2 Herstellung der PCR-Produkte

Die Gewinnung der PCR-Produkte, die in der DGGE eingesetzt wurden, folgte im wesentli-
chen dem von MuYzer vorgeschlagenen Protokoll (MUYzER et al. 1993; MUYZER et al. 1998).
Alle PCR-Anséatze mit Volumina von 50 pl bzw. 100 pl wurden folgendermalen angesetzt
(bezogen auf 100 pl):

DNA-Matrizenldsung (20— 40-fach mit H,O verdiinnt) 40 pl
10 X PCR-Puffer (15 mM MgCl,) 10 pl
dNTP*-Mix (200 uM pro dNTP) 2 ul
Foreward Primer (0.1 uM) 2 u
Reverse Primer (0.1 uM) 2 u
Taqg**-DNA-Polymerase (1 U) 2 ul
Wasser (deionisiert und autoklaviert) 42 ul

(* dNTP = Deoxyribonukleosid-Triphosphate ATP, CTP, GTP, TTP; ** DNA-Polymerase des thermophilen Bakteriums Thermus
aquaticus)

Der DNA-Gehalt der DNA-Matrizenldsung wurde mit Hilfe von Agarose-Gel-Elektrophorese
Uberpruft (PERBAL 1988); je nach Bandenstarke wurde entschieden, ob und wie die Losung
verdinnt werden musste (1 pl bzw. 2 pl auf 40 pl). Fir genomische DNA und PCR-Produkte
> 1000 Basenpaare wurden 0.8 %ige (w/v), fir kleinere PCR-Produkte 2 %ige (w/v) Aga-
rose-Gele verwendet. Die Elektrophorese wurde bei 80 — 110 V (je nach Gel-GroRe) fur 1.5 h
in 1 X TAE-Puffer durchgefiihrt; fur die Gel-Farbung wurde Ethidiumbromid (1 mg I™") ver-
wendet. Die Lange der PCR-Produkte wurde mit Hilfe eines DNA-Fragmentlangen-Markers
kontrolliert. Dokumentiert wurden die Gele bei UV-Fluoreszenz mit Hilfe einer Sofortbildka-
mera oder einem computergestitzten Video-Dokumentationssystem.

Um eine moglichst hohe Ausbeute spezifischer PCR-Produkte der V3-Region zu erhalten,
wurde eine verschachtelte PCR (HARA et al. 1996) in zwei Schritten durchgefinhrt.

Im ersten PCR-Schritt wurden universelle Eubakterien-Primer eingesetzt, die das ca. 1500
Basenpaare umfassende DNA-Fragment (Position 27 — 1542 auf dem E. coli - Chromosom)
der 16S rDNA amplifizieren.

Folgendes PCR-Programm mit 35 Zyklen wurde fir diese PCR angewendet:

94°C (Denaturierung) 5 min

35 zZyklen:

57°C (Primeranlagerung) 2 min

72°C (DNA-Strang-Verléangerung) 2 min 30 sec
94°C 2 min
Final-extension-zZyklus:

57°C 2 min

72°C 5 min

4°C (Lagerung) konstant
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Der zweite PCR-Schritt wurde mit den Primern 2 und 3 (MUYzeR et al. 1993) durchgeftihrt,
die ein ca. 150 Basenpaare umfassendes Produkt (Position 358 — 515 auf dem E. coli -
Chromosom) aus dem zuvor gewonnenen Teilstiick herausamplifizieren und dem 5‘-Ende des
Stranges eine 40 Basenpaare umfassende GC-Klammer hinzufiigen, die spater in der DGGE
eine vollstandige Denaturierung der DNA-Fragmente verhindern soll (MYERS et al. 1985). Die
als Touchdown - PCR durchgefihrte Reaktion mit schrittweise um 1°C absinkenden Pri-
meranlagerungstemperaturen dient der Verbesserung der Produktspezifitdt (MUyzer et al.
1993):

94°C 5 min
20 Zyklen:

65°C (Erniedrigung um 1°C alle 2 Zyklen) 1 min
72°C 3 min
94°C 1 min
9 Zyklen:

55°C (erwartete optimale Primeranlagerungstemperatur) 1 min
72°C 3 min
94°C 1 min
Final-Extension-Zyklus:

55°C 1 min
72°C 5 min
4°C konstant

Auf einen Hot Start (CHou et al. 1992) der Reaktionen wurde verzichtet, da die Reaktionen
nie mit geringen Mengen Matrizen-DNA gestartet und alle PCR-Ansétze auf Eis angesetzt

wurden, um eine vorzeitige, unspezifische Anlagerung der Primer zu vermeiden.

2.2.3 DGGE

Aufbau und Durchfiihrung der DGGE entsprachen im wesentlichen dem von MuYzer be-
schriebenen System (MUYZER et al. 1993; MUYzER et al. 1998). Die Denaturierungsgradienten
der 7.5 %igen (w/v.) Polyacrylamid-Gele lagen in einem Bereich von 20 % - 70 % und wur-
den mit Hilfe eines Gradientenmischers beim Giellen der Gele aus zwei Polyacrylamid-
Stammldsungen erzeugt, die jeweils 0 % Harnstoff bzw. 100 % Harnstoff und 40 % (w/v)
deionisiertes Formamid enthielten. Vor dem Auftragen in die Geltaschen wurden die PCR-
Produkte mit harnstofffreiem Ladepuffer vermischt. Die Elektrophorese wurde bei konstant
200 V und 60°C in 0.5 X TAE-Puffer durchgefiihrt. Die Laufzeit variierte zwischen 4.5 h und
6 h. Die Gele wurden mit Ethidiumbromid (2 mg I, 20 - 30 min Farbezeit) unter sanftem
Schwenken auf einem Horizontalschittler (20 — 30 Bewegungen/min) gefarbt und bei UV-
Durchlicht dokumentiert.
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2.3 Taxonomische Einordnung der Versuchsorganismen

Da die moderne Bakterientaxonomie weitgehend auf der phylogenetischen Analyse der
16S rRNA als Marker fult und Vergleichsdatenbaken flr dieses Molekil zum jetzigen Zeit-
punkt am umfangreichsten sind (BUSSE et al. 1996; LubDwIG et al. 1998), wurde eine taxono-
mische Einordnung der in den Versuchen eingesetzten lIsolate anhand ihrer vollstandigen
16S rDNA-Sequenz vorgenommen. Hierzu wurde aus Sequenzen bekannter, mdglichst nah
mit den ausgewahlten Bakterienisolaten verwandten Organismen und den ermittelten Se-
quenzen der Versuchsorganismen ein Stammbaum nach der Neighbor-Joining-Methode
(SaITou & NEI 1987) erstellt. Die phylogenetische Analyse dieser Methode beruht darauf, dass
homologe Sequenzabschnitte auf Ahnlichkeit Gberpriift und evolutionére Distanzen berechnet
werden. Um evolutiondre Distanzen zu erhalten, werden genetische Distanzen (prozentuale
Anhnlichkeit bezogen auf den untersuchten Sequenzabschnitt) unter der Annahme korrigiert,
dass der beobachtbare Effekt von Mutationsereignissen, d. h. eine Sequenzénderung, auf
Grund von mdglichen Reversionen bzw. Parallelismen nicht linear mit der Mutationshaufigkeit
zunimmt. Die korrigierten Distanzen reflektieren so die geschatzte mittlere Anzahl von Ba-
senpaaranderungen pro homologer Genposition seit der Divergenz vom gemeinsamen Vor-
fahren. Aus der auf diese Weise entstandenen Distanzmatrix wird ein additiver Stammbaum
rekonstruiert, dessen Optimalitatskriterium auf der Annahme minimaler Evolution beruht,
was in diesem Fall bedeutet, dass die Summe aller evolutionarer Distanzen von Versuchs-
und Referenzorganismen minimiert wird. Das Mal fur evolutionére Distanzen in der Stamm-
baumdarstellung ist die aufsummierte Lange der die Organismen verbindenden Stammbau-
maste. Die Stammbaumtopologie erlaubt eine grobe Klassifizierung der Organismen.

Die Aufbereitung und Sequenzierung der 16S rDNA der Isolate, das Alignment der Sequen-
zen und die Berechnung des Stammbaumes wurden freundlicherweise von Dr. Mary A. Voy-
tek, U. S. Geological Survey, Reston; USA, durchgefinhrt.

2.3.1 Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgte nach dem Prinzip der Dideoxynukleotid-Kettenabbruch-Sequen-
zierung (SANGER et al. 1977) und wurde als zyklische Sequenzierung mit terminaler Fluores-
zenzmarkierung der Produkte durchgefiihrt. Aufgetrennt und analysiert wurden die Produkte
mit Hilfe eines automatischen Sequenzierers (TRACY & MULCAHY 1991).

Als Matrizen fir die Sequenzierung wurden die gereinigten und klonierten PCR-Produkte ein-
gesetzt, die mit universellen Eubakterien-Primern gewonnen wurden (siehe 2.2.2). Klonie-
rungs- und Sequenzierungsprotokoll entsprachen der von den Herstellern des Klonierungs-
kitts und des Sequenzierers empfohlenen Vorgehensweise, die verwendeten Sequenzie-
rungsprimer den von LANE (1991) beschriebenen.



Material und Methoden 16

2.3.2 Phylogenetische Analyse

Referenzorganismen, die auf Grund ihrer Sequenzéhnlichkeit der 16S rDNA als nahe Ver-
wandte der in den Versuchen eingesetzten Bakterienisolate eingestuft wurden, wurden mit
Hilfe der Shareware BLAST 2.0 (Basic Local Alignment Search Tool, ALTSCHUL et al. 1990)
ermittelt, die auf das umfangreiche internationale Sequenzdatenmaterial von GenBank™
(BENSON et al. 2000) zugreift. Mit Hilfe eines heuristischen Algorithmus, der Uber die Optimie-
rung eines lokalen AhnlichkeitsmaRes, des maximal segment pair (msp) score Alignments
erstellt, ermdglicht BLAST 2.0 die Suche nach Sequenzahnlichkeiten, selbst wenn die Se-
qguenzen nur begrenzte Ubereinstimmende Abschnitte aufweisen. Fur die Suche nach geeig-
neten Referenzorganismen wurde der Gapped BLAST-Algorithmus verwendet, der im Align-
ment Lucken fur mogliche Deletionen oder Insertionen zulasst (ALTSCHUL et al. 1997).

Zur Erstellung des Stammbaumes wurden nur Sequenzen verwendet, die von taxonomisch
bis zur Art klassifizierten Organismen stammen. Auswahlkriterium war eine moglichst grof3e
Sequenzahnlichkeit mit den entsprechenden Versuchsorganismen (3 95 %; hoher msp
score); bevorzugt wurden Organismen gewahlt, deren Habitate in der Literatur erwahnt wer-
den. Escherichia coli und Pseudomonas aeruginosa wurden als allgemein bekannte Refe-
renzorganismen, Thermotoga maritima als Outgroup in die Analyse aufgenommen. Die Be-
nennung der Referenzorganismen richtet sich nach der vom National Center of Biotechno-
logy Information vorgeschlagenen (Bethesda, USA; NCBI-Taxonomy Database; BENSON et
al. 2000; WHEELER et al. 2000) Nomenklatur.

Die Sequenzen der Referenzorganismen konnten weitgehend aus dem Ribosomal Database
Project (LARSEN et al. 1993) zusammengestellt werden, welches die Mdglichkeit bietet, Se-
qguenz-Alignments nicht nur nach Primér-, sondern auch nach Sekundarstrukturgesichtspunk-
ten vorzunehmen. Fir die Ubrigen Sequenzen, einschlieflich die der Versuchsorganismen,
wurde das Alignment manuell, ebenfalls unter Einbeziehung der Sekundarstruktur, mit Hilfe
des GDE- (genetic data environment) Sequenzeditors (SMITH et al. 1994) vorgenommen.
Positionen, die nicht zweifelsfrei zugeordnet werden konnten, wurden von der phylo-
genetischen Analyse ausgeschlossen; zur Berechnung der evolutionéaren Distanzen wurde der
Kimura-2-Parameter-Test (KIMURA 1980) des DNA DIST-Programmes des Programmpaketes
PHYLIP 3.5 (Phylogeny Inference Package, FELSENSTEIN 1993) verwendet. Die Berechnung
des Stammbaumes nach der Neighbor-Joining-Methode wurde ebenfalls mit Hilfe von
PHYLIP 3.5 vorgenommen. Der abschliefende Stammbaum beruht auf der Bootstrap-Analyse
von 100 verschiedenen vorlaufigen Stammbaumtopologien, die durch Hinzufligen der Taxa in
zufélliger Reihenfolge und dem Zulassen von globalen Tausch von Stammbaumasten kon-
struiert wurden. Die statistische Stammbaumvalidierung durch Bootstrapping wurde mit Hilfe
der Programme SEQBOOT und CONSENSE (PHYLIP 3.5) durchgefuhrt.
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2.4 Bestimmung der minimalen Generationszeit der Versuchsorganismen

Die in den Versuchen eingesetzten Isolate wurden physiologisch néher charakterisiert, indem
die maximale Wachstumsrate (Umax) als eine fur einen Organismus spezifische GrolRe be-
stimmt wurde, die seine Wachstumsstrategie unter Bedingungen ohne Ressourcenlimitierung
kennzeichnet. Sie beschreibt die maximale Biomassezuwachsrate, deren der Organismus un-
ter gegebenen Umweltbedingungen (Temperatur, pH etc.) fahig ist (LAMPERT & SOMMER
1993). Da bei Mikroorganismen mit der Verdoppelung der Biomasse im Allgemeinen eine
Verdoppelung der Individuen durch Teilung erfolgt, kann von pma auf maximale Verdoppe-
lungsraten bzw. minimale Generationszeiten (gmin) geschlossen werden.

Die Biomassezunahme zur Erfassung der Wachstumskinetik und Berechnung von pm.x wurde
in Wachstumsversuchen an statischen Reinkulturen der Versuchsorganismen durch photome-
trische Messung der optischen Dichte (OD) bestimmt (KocH 1981).

2.4.1 Kultivierung wahrend der Wachstumsversuche

Die statischen Kulturen zur Durchfiihrung der Wachstumsversuche wurden in 300-ml-Erlen-
meyerkolben mit 100 ml Medium angesetzt, dessen Kohlenstoff (C): Phosphor (P)-Verhaltnis
sich an dem in den Chemostatversuchen verwendeten modifizierten WC-Medium (siehe
2.5.1) orientierte. Um Bakteriendichten zu erzielen, die in einem fur die OD-Messung erfass-
baren Bereich liegen, wurde jedoch die urspriingliche P-Konzentration des WC-Mediums
(1550 pg I™) eingesetzt, die ca. 30-fach hoher ist, als in den Chemostatversuchen; der C-
Gehalt wurde entsprechend angepasst (248 mg I"'C als Glucose). Da sich die Reinkultivierung
bei einigen Isolaten, die nach dem Animpfen keinerlei Wachstum zeigten, als problematisch
erwies, wurde in allen Versuchen dem Medium ein geringer Zusatz an Hefeextrakt (20 pg I'*)
hinzugefugt, der jedoch nicht messbar das C:P-Verhaltnis beeinflusste. Die Kulturkolben
wurden bei 20°C +1°C ohne Beleuchtung bei ca. 100 rpm geschuttelt. Der Wachstumsver-
such wurde fiir jedes Isolat in 3 Replikaten durchgefthrt.

Zum Animpfen der eigentlichen Versuchskulturen wurden 5 % (v/v) des Kulturvolumens aus
einer Vorkultur zugesetzt, die zuvor 24 - 48 h unter identischen Kulturbedingungen aus ei-
nem von Agarplatten stammenden Inokulum der jeweiligen Isolate angezogen worden war.
Sowohl die Vorkulturen als auch die Versuchskulturen (am Versuchsende) wurden anhand
eines Kontrollausstriches auf Agarplatten (siehe 2.1.2) auf Reinheit Uberpruft.
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2.4.2 Probennahme und Messung der optischen Dichte (OD)

Die Probennahme erfolgte steril und wurde zu Beginn des Experimentes in dreistiindigem
Abstand durchgefiihrt. Beprobt wurde mindestens bis zum Erreichen der stationdren Phase,
wobei die Abstande der Beprobung, je nach Entwicklung des Wachstums, gegen Ende der
logarithmischen Wachstumsphase verlangert wurden.

Die Extinktion wurde mit dem Spectrophotometer Uvikon 930 (Kontron Instruments,
Schweiz) bei 1 cm Schichtdicke gemessen. Um die Lichtabsorption wahrend der OD-Mes-
sung, die im ldealfall nur die Tribung durch Partikel erfassen soll, zu minimieren, wurden, je
nach Farbe der Zellen, drei verschiedene Wellenlangen fir die Messung verwendet: 479 nm,
570 nm und 600 nm. Ermittelt wurden diese Wellenlangen aus lokalen Absorptionsminima
des Mediums ohne Zellen und den empfohlenen Wellenlangenbereichen fir farblose/weilie
Zellen, gelbe Zellen und rotliche/braunliche Zellen (EBERHARDT et al. 1981).

2.4.3 Bestimmung von max UNd gmin

Bestimmt wurde pmnax flr jede Kultur als Steigung der durch halblogarithmische Darstellung
linearisierten exponentiellen Wachstumsphase der Wachstumskinetik (SCHLEGEL 1992). Die
stammspezifische maximale Wachstumsrate wurde fur jedes Isolat als Mittelwert aus den flr
die drei replizierten Kulturen ermittelten pma-Werten berechnet.

Daraus ableiten lasst sich gmin als
_In2
M

(SCHLEGEL 1992).

2.5 Konstruktion des Chemostat-Modell6kosystems

Ziel bei der Konstruktion des Modellbkosystems war es, ein experimentelles System zu
schaffen, welches den Anforderungen entspricht, wie sie von BROCK (1987) formuliert wur-
den: Klar definierte Kulturbedingungen (insbesondere der Einsatz von definierten Versuchs-
kulturen anstelle von undefinierten Anreicherungskulturen) sollen zudem Eigenschaften auf-
weisen, die bis zu einem gewissen Grad die Bedingungen im natirlichen Habitat widerspie-
geln, wie etwa gemaRigte Substratkonzentrationen, Bakteriendichten und Wachstumsraten,
die fur aquatische Lebensraume typisch sind.

Als gut replizierbare Labormikrokosmen wurden Chemostaten (MoNoD 1950) gewahlt. Um
gezielt die Verfligbarkeit der limitierenden Ressource durch diskontinuierliche Zugabe mani-
pulieren zu kénnen sind sie besonders geeignet, da ihr Funktionsprinzip konstante Kulturbe-
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dingungen fur Mikroorganismen Uber langere Zeitrdume ermdglicht, die durch deren physio-
logische Aktivitat praktisch nicht verandert werden. Erreicht wird dies durch Zufluss frischen
Mediums mit konstanter Zuflussrate in das Kulturgefa? und einen gleich groRen konstanten
Abfluss von verbrauchtem Medium, mit dem auflerdem Versuchsorganismen ausgewaschen
werden. Sofern die Kultur optimal durchmischt und die Durchflussrate D nicht héher als plmax
der kultivierten Organismen ist, stellt sich ein FlieBgleichgewicht (Steady State) ein, bei dem
die spezifische Wachstumsrate | der Kulturorganismen der Durchflussrate entspricht und
ihre Abundanz (Biomasse) durch die Verfugbarkeit der limitierenden Ressource im Medium
bestimmt wird (PFENNIG & JANNASCH 1962). Im Gegensatz zu statischen Kulturen ist es in
kontinuierlichen Chemostatkulturen daher moglich, gezielt Einfluss auf Wachstumsraten und
somit Generationszeiten der Kulturorganismen zu nehmen und so auch Kulturen mit niedri-
gen Dichten und langsamem Wachstum aufrecht zu erhalten, wie sie fir Bakterien in natdrli-
chen Habitaten typisch sind (JANNASCH & MATELES 1974).

Der Einsatz einer Modell-Lebensgemeinschaft mit definierter Zusammensetzung aus plankti-
schen Bakterienisolaten ermdglichte es zum einen, vergleichbare Ausgangspopulationen in
unterschiedlichen Ansatzen der Chemostatexperimente zu erzielen; zum anderen konnten
durch die Entwicklung von stammspezifischen Detektionsmethoden (siehe 2.2.2 und 2.2.3)
alle Organismen in den Proben nicht nur qualitativ erfa3t, sondern auch quantifiziert werden.

Modifiziertes WC-Medium (vergl. 2.1.3) mit Glucose als Kohlenstoffquelle, das sich fur die
Kultivierung von limnischen Mikroorganismen bewdhrt hat (z. B. STEMBERGER 1981;
ROTHHAUPT 1992; ROTHHAUPT 1997), wurde als Basismedium ohne P verwendet. Durch den
Einsatz eines einfachen Minimalmediums ohne komplexe, undefinierte Bestandteile war es
maglich, P als einzige limitierende Ressource zu manipulieren. Hauptséachlich verfligbare P-
Quelle fur planktische Bakterien ist Orthophosphat (TORRIANI-GORINI et al. 1987), das schon
vielfach als limitierend fir Wachstum und Produktivitat des Bakterioplanktons nachgewiesen
wurde (z. B. VADSTEIN et al. 1993; SCHWEITZER & SIMON 1995; JANSSON et al. 1996; THINGSTAD
et al. 1998), so auch phasenweise fir den Schohsee, aus dem die Versuchsorganismen stam-
men (ROTHHAUPT, unveroff.). Als limitierendes Modellsubstrat wurde daher Phosphat in
gleichbleibender Dosis, jedoch in diskontinuierlichen Pulsen unterschiedlicher Frequenz ein-
gesetzt. Die Dosierung orientierte sich an P-Konzentrationen, wie sie in maRig eutrophen
Seen als I6slicher reaktiver Phosphor (soluable reactive phosphorus; SRP) zu Beginn der
Sommerstagnation gemessen werden (RAI & JACOBSEN 1990).

Eine Ubersichtstabelle der Kulturbedingungen, des experimentellen Designs und der Proben-
nahme findet sich unter 2.5.4 (Tab. 2.1).
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2.5.1 Chemostataufbau und Kulturbedingungen

Fir den Versuchsaufbau wurden einstufige Chemostaten verwendet, die im wesentlichen
dem klassischen Aufbau (SCHLEGEL 1992) entsprachen. Pro Versuchsansatz wurden 7 - 10
baugleiche KulturgefaRe gleichzeitig tber eine Mehrkanalperistaltikpumpe betrieben; an jede
Mediumsvorratsflasche (20 I) wurden zwei Kulturgeféae angeschlossen (Abb. 2.1). Alle Be-
standteile der Anlage bestanden aus Glas, Silikon, Metall oder hitzebestédndigem Kunststoff,
so dass die KulturgefaBe komplett mit Schlauchen und UberlaufgefaR im Autoklaven sterili-
siert werden konnten. Die Vorratsgefale wurden zusammen mit dem Medium autoklaviert
und steril an die Kulturgefale angeschlossen. Die Anlage befand sich in einem temperierten
Kilmaraum (20 °C + 1 °C) mit konstanter, diffuser Beleuchtung. Die konische Form des Kul-
turgefaRbodens und die Zuleitung des frischen Mediums durch das Beluftungsrohr mit Off-
nung am Gefallgrund sollten fir eine mdglichst gute Durchmischung der Kultur sorgen. Die
Chemostaten mit 700 ml Kulturvolumen wurden mit D @0.69 d™* betrieben; die Ableitung des
Mediums aus dem Kulturgefal erfolgte nach dem Air-Lift-Prinzip. Die Durchflussmenge wur-
de taglich kontrolliert, um geringfigige Unterschiede von D der einzelnen Kulturgeféalle zu

erfassen.
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Abb. 2.1: Schematische Darstellung der Chemostatsysteme; (1) MediumsvoratsgefalR, 20 I; (2) Sterilluftfilter;
(3) Mediumszuleitungsschlauche aus Kautschuk; (4) Bakterientropffalle; (5) verschlieBbare Kanile zur Beprobung
und P-Pulszufuhr; (6) ChemostatkulturgefaR, 700 ml; (7) Mediumszuleitungs- und Beliiftungsrohr; (8) Uber-
laufrohr; (9) UberlaufgefaR; Pfeile zeigen Mediums- und LuftflieRrichtung an.
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2.5.2 Inokulum

Fur anndhernd identische Inokula bei jedem neuen Versuchsansatz und moglichst gleiche
Ausgangsbedingungen fiir jeden der eingesetzten Stamme sorgte eine Standardisierung bei
der Zusammenstellung der Inokula:

In einer ersten Vorkultur mit hohen Substratkonzentrationen (siehe 2.1.3) wurde jeder
Stamm bis zum Erreichen hoher Dichten angezogen. Um den Effekt der Umstellung von ho-
hen auf die niedrigen Substratkonzentrationen der Versuchsbedingungen zu minimieren,
wurden die Stdmme dann in ein P-limitierendes Medium Uberimpft, dessen P-Konzentration
so gewahlt war, dass sie mit der P-Dosierung (siehe 2.5.3) im Versuch Ubereinstimmte. Die
Adaptation wurde fur 48 h durchgefuhrt.

Ein Inokulum mit moglichst gleichen Zellanteilen pro Isolat liel3 sich herstellen, indem unmit-
telbar vor Versuchsbeginn die Zelldichte der 2. Vorkultur jedes Stammes ermittelt (DAPI-
Farbung, siehe 2.6.1) und, entsprechend ihrer Dichte, unterschiedlich grofRe Volumina jeder
Kultur vermischt wurden. Zu Versuchsbeginn wurde 1 ml dieser Mischung unter sterilen Be-
dingungen (vergl. 2.5.3, Injektion der P-Pulse) in jedes Kulturgefald injiziert.

2.5.3 Phosphorpulse

Entsprechend der Problemstellung einer Dosis-Reaktions-Funktion (LIBER et al. 1992) war das
experimentelle Design zur Ermittlung des Einflusses von unterschiedlicher Stérungshaufigkeit
auf die Diversitat einer Lebensgemeinschaft als Gradienten-Design mit anschlieBender Re-
gressionsanalyse angelegt. Der Gradient umfasste Pulsintervalle unterschiedlicher Lange
(,Treatments”), wobei die Uber die gesamte Dauer des Experiments verabreichte P-Dosis
gleich blieb.

Ausgehend von einer mittleren Tagesdosis von 24.15 pg d* P pro Chemostat, was bei konti-
nuierlicher P-Zufuhr einer Konzentration von 50 ug I P im Medium entspréache, wurde die P-
Menge pro P-Puls so dosiert, dass sie derjenigen P-Menge entsprach, die wahrend eines Pul-
sintervalls des jeweiligen Treatments bei kontinuierlicher P-Zufuhr in das Kulturgefal? gelangt
ware. Verabreicht wurde P in folgenden Pulsintervallen:

0.5d,1d,2d,3d,4d,6dund8d.

Mit Ausnahme des 6-d-Intervalls wurden alle Treatments 2 - 3 mal repliziert, aufgeteilt auf
drei verschiedene Versuchsansatze. Die Verteilung der Treatments auf die Kulturgefalle war
zufallig.

Die P-Pulse wurden gesetzt, indem durch eine permanent installierte, verschlieBbare Metall-
kanule steril 1 ml einer P-Stammldsung direkt in die Kultur injiziert wurde, deren P-Gehalt
pro ml der gewunschten Pulsdosis entsprach. Durch die direkte Injektion eines geringen Vo-
lumens sollte eine schnelle gleichméaRige Verteilung in der gesamten Kultur gewdhrleistet
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werden. Um den geringfugigen Unterschieden von D zwischen den einzelnen Kulturgefal3en
Rechnung zu tragen, wurde die Dauer der Pulsintervalle in theoretische Generationszeiten
umgerechnet, welche die Kulturorganismen unter Steady-State-Bedingungen entsprechend
der tatsachlich gemessenen Durchflussraten erreichen wirden.

P-Limitation als Versuchsvoraussetzung wurde erreicht, indem die Konzentration der Kohlen-
stoffquelle Glucose so gewahlt wurde, dass das Redfield-Verhaltnis C:P (molar) von 106:1
(GoLDMAN et al. 1979) in fast allen Phasen des Versuches deutlich Gberschritten wurde:

Dem Medium zugesetzt wurden 20 mg I™ Glukose, was bei kontinuierlicher P-Versorgung ein
molares C:P-Verhdltnis von 413:1 bedeuten wirde. Auf diese Weise wurde das Redfield-Ver-
héltnis nur fur die 4-d-, 6-d- und 8-d-Treatments unterschritten und dies auch nur unmittel-
bar nach Setzen des P-Pulses. Eine Kontamination des P-freien Mediums durch die Chemo-
statapparatur wurde vermieden, indem alle Bestandteile, die mit dem Medium und der Kultur
in Kontakt kamen, vor der Inbetriebnahme mit 2 %iger Salzsdure gespult wurden. Dement-
sprechend lag der P-Gehalt des Mediums in den Vorratsgefalen bei exemplarisch durchge-
fihrten Kontrollen nach Ablauf der Versuche immer unterhalb der Nachweisgrenze
(< 2 pg I'* P; ALBRECHT & OVERBECK 1969; ALBRECHT 1973).

2.5.4 Experimentaldauer und Probennahme

Die Dauer der Versuche betrug 24 Tage (Bezeichnung: Tag 1-25). Auf diese Weise konnten
fur alle Treatments mindestens drei Pulszyklen durchgefiihrt werden. Eine langere Versuchs-
dauer erschien nicht empfehlenswert, da mit Wandbewuchs zu rechnen war, der, im Gegen-
satz zu den frei in der Kultur suspendierte Zellen, nicht der gleichen ,Mortalitat” durch Aus-
waschung unterworfen ist und nicht reprasentativ durch die Beprobung erfasst wird. Wand-
bewuchs durch periphytische Mikroorganismen kann in aquatischen Modell6kosystemen
schon innerhalb weniger Wochen (2 - 4) einen deutlichen Einfluss auf die Ressourcenverftig-
barkeit und Wachstumsbedingungen haben (CHEN et al. 1997), und die Bildung von sich an-
heftenden Formen potentiell sessiler Organismen wird speziell durch Chemostatbedingungen
gefordert (OLSEN et al. 1983).

Die Probennahme erfolgte immer unmittelbar vor der néchsten P-Pulsgabe, um die End-
punkte der Pulsintervalle vergleichen zu kénnen; bei langeren Pulsintervallen (4 d, 6 d, 8 d)
wurde z.T. in kirzeren Abstanden beprobt. 20 ml Probenvolumen wurde mit Hilfe einer steri-
lisierten Glasspritze aus einer fest installierten, in die Kultur hineinragenden Metallkanile
entnommen. Ein Teil der Probe wurde mit Formol fixiert (2 % Endkonzentration) und bis zur
Weiterverarbeitung bei 4 °C dunkel gelagert; der Rest wurde zur Bestimmung der Koloniea-
bundanzen (siehe 2.6.2) verwendet.
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Tab. 2.1: Ubersicht tiber Kulturbedingungen, experimentelles Design und Beprobung der Chemostatexperimente

Kulturbedingungen

Licht diffuses Dauerlicht
Temperatur 20°Cx1°C
Kulturvolumen 700 ml
Medium WC-Medium, modifiziert (P-frei; 20 mg I"* Glucose)
Durchflussrate D ~0.69d*
Inokulum 14 Isolate aus dem Schohsee zu in etwa gleichen Anteilen
P-Dosis 24.15 ug d*
Versuchsdauer 24d
Beprobung jeweils vor P-Pulsgabe
Experiment 1 Experiment 2 Experiment 3
Treatments 0.5d (2 X) 0.5d (1 X) 0.5d (2 X)
(Replikate) 1d (2X) 1d 1X) 1d 2X)
2d (2X) 2d (21X
3d (1X) 3d (2X)
4d (1X) 4d (2X)
6d (1X)
8d (1X) 8d (2X)

2.6 Abundanzbestimmung der Versuchsorganismen

Fur die Quantifizierung von Diversitét einer Lebensgemeinschaft werden im Allgemeinen zwei
Parameter erhoben: Artenzahl und Abundanzverteilung der Arten. Da eine direkte Art- bzw.
stammspezifische Abundanzerfassung in mikrobiellen Lebensgemeinschaften aufgrund man-
gelnder morphologischer Unterscheidbarkeit auf der Ebene der Individuen problematisch ist,
wurde zunéchst die Gesamtabundanz aller Bakterienzellen in den Proben ermittelt, die wei-
terhin als BezugsgroRe bei der Bestimmung von stammspezifischen Abundanzen diente. Dies
geschah mit Hilfe von Fluoreszenzfarbung und anschlieBender epifluoreszenzmikroskopischer
Direktzahlung. Der hierzu verwendete Fluoreszenzfarbstoff 4,6-Diamidino-2-phenylindol
(DAPI), der mit DNA-Molekilen einen bei UV-Licht-Anregung blau fluoreszierenden Komplex
bildet, gilt als spezifische Markierung fir DNA-haltige Zellen (PORTER & FEIG 1980).

Als klassische Methode zur Abundanzermittlung lebensféhiger Bakterienzellen wurde die Kul-
tivierung und Quantifizierung von koloniebildenden Zelleinheiten (colony forming units, CFU)
auf Agarplatten durchgefiihrt, die den Vorteil bietet, die Versuchsorganismen in einer defi-
nierten Lebensgemeinschaft zuverlassig makroskopisch unterscheiden und somit stammspe-
zifisch quantifizieren zu kdnnen. Es wurde ein auf das Chemostatmedium abgestimmtes
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Plattenmedium verwendet, dessen Anwendung auf Kulturbakterien aus Chemostatsystemen
eine hohe, reprasentative Kultivierbarkeit erwarten lasst (HAHN & HOFLE 1999).

Erganzend hierzu wurden an ausgewdahlten Proben Detektion und relative Quantifizierung der
einzelnen Stamme mittels indirekter stammspezifischer Immunfluoreszenzfarbung und an-
schlieBender Durchflusszytometerzahlung durchgefihrt. Die Untersuchung konzentrierte sich
dabei auf das letzte Drittel des Experimentes (Tage 17, 19 und 25); einige Replikate der
Treatments, fur die an diesen Tagen CFU-Zahlungen vorliegen, konnten aus technischen
bzw. zeitlichen Griinden nicht durchflusszytometrisch bearbeitet werden.

Eingesetzt wurden primére polyklonale Antikdrper, die durch Immunisierung von Kaninchen
gegen Zelloberflachenepitope ganzer Zellen fir jedes Isolat gewonnen wurden, und sekun-
dare, gegen Kaninchenimmunglobulin G gerichtete Ziegenantikdrper mit Fluoreszenzmarkie-
rung. Bei indirekter Immunfluoreszenzfarbung lagert sich in einem ersten Inkubationsschritt
der spezifische primére Antikérper an die Zellen in den Proben an, die homologe Antigene
aufweisen. Wahrend der zweiten Inkubation wird der primére von dem sekundéren, mit ei-
nem Fluorochrom konjugierten Antikdrper markiert, der spezifisch auf Antikbrper des Tieres
reagiert, welches den priméaren Antikdrper produziert hat. Diese Methode erlaubt eine hoch
spezifische Fluoreszenzmarkierung individueller Zellen, wobei der Einsatz polyklonaler Antise-
ren zugunsten einer detektierbaren Markierungsintensitat gegentber monoklonalen Antiseren
vorzuziehen ist (CHANTLER & MCILLMURRAY 1987). Bei dem verwendeten sekundaren
Ziegenantikérper handelte es sich um Konjugate des Fluorochroms Cy3.180Su (XVI)
(MUJUMDAR et al. 1993), das typischerweise bei Griinlichtanregung im rot-orangen Emissions-
bereich detektiert wird (SHAPIRO 1995).

Das Prinzip der durchflusszytometrischen Detektion und Quantifizierung unterschiedlicher
Zellpopulationen in komplexen Zellsuspensionen beruht darauf, dass die Zellen in einem
Flussigkeitsstrahl fokussiert werden und dadurch mdglichst vereinzelt Sensoren passieren,
die deren chemische und/oder physikalische Eigenschaften erfassen und die Signale unter-
schiedlicher Kategorien z&hlen. Bei modernen Durchflusszytometern geschieht dies, indem
die Zellen mit monochromem Licht, im allgemeinen Laserlicht, bestrahlt und verschiedene
Parameter, sowohl resultierendes Streulicht als auch ein gegebenenfalls erzeugtes Fluores-
zenzsignal, erfasst werden. (SHAPIRO 1995) Bei der Bearbeitung der Chemostatproben wur-
den DAPI-Fluoreszenz und 90°-Streulicht (orthogonal bzw. side scatter, SSC) zur Charakte-
risierung aller Zellen und die Anregungsfluoreszenz des mit dem sekundaren Antikorpers
konjugierten Fluorochroms zur Erfassung der Populationsgrée des jeweils spezifisch mar-
kierten Bakterienstammes benutzt. Da keine definierten Probenvolumina gemessen werden
konnten, wurden keine absoluten Abundanzen, sondern jeweils der relative Anteil antikor-
permarkierter Zellen an der Gesamtzellzahl erfasst.

Die Immunisierung der Kaninchen zur Gewinnung der primaren, stammspezifischen Antisera

wurde von der Firma Eurogentec, Seraing, Belgien, vorgenommen.
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Die Durchflusszytometermessungen zur relativen Abundanzbestimmung der immunfluores-
zenzmarkierten Isolate wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Jakob Pernthaler in der Arbeits-
gruppe ,Molekulare Okologie” der Abteilung Mikrobiologie des Max-Planck-Institutes fir Ma-
rine Mikrobiologie, Bremen, durchgefuhrt.

2.6.1 Bestimmung der Gesamtabundanzen mittels DAPI-Farbung

Die epifluoreszenzmikroskopische Zahlung der Bakterienzellen wurde, geringfligig modifiziert,
nach der von PORTER & FEIG (1980) entwickelten DAPI-Methode durchgefiihrt.

Zur Farbung wurde ein geeignetes Probenvolumen (je nach Zelldichte 0.5 ml bzw. 1 ml) mit
5 ml partikelfreiem Leitungswasser verdinnt. Nach Zugabe von 200 pl einer DAPI-Stamml6-
sung (125 pg ml™) wurde die Probe 3 min inkubiert und anschlieBend auf einen schwarzen
Polycarbonat-Membranfilter mit 0.2 um Porengrof3e und einem Unterlegfilter (1.2pm Poren-
groRe) abfiltriert (-200 mbar). Der Filter wurde auf einem Objekttrager unter einem Deckglas
in fluoreszenzfreiem Ol eingebettet. Wurden die Proben nicht unmittelbar nach der Farbung
ausgezahlt, wurden die eingebetteten Filter bei —20 °C tiefgefroren gelagert. Die Z&hlung
erfolgte bei 400 - 1000-facher VergroRerung am Epifluoreszenzmikroskop; je Probe wurden
mindestens 400 Zellen erfasst.

Die Bakterienabundanzen wurden unter Berlcksichtigung von ausgezéhlter Flache, aktiver
Filterflache und abfiltriertem Probenvolumen errechnet.

2.6.2 Stammspezifische Quantifizierung durch Koloniezahlung auf Agar-
platten

Die angewandte Prozedur zur Ermittlung der CFU-Abundanzen entsprach im Prinzip der von
KocH (1981) beschriebenen.

Von den Chemostatproben wurde unter sterilen Bedingungen mit P-freiem, sterilen WC-Me-
dium eine Dezimalverdinnungsreihe angelegt. Auf je 3 Agarplatten (modifiziertes WC-Me-
dium, siehe 2.1.2) wurden jeweils 100 pl der Verdiinnungsschritte 102, 10 und 10™ ausplat-
tiert.

Die Platten wurden im Dunkeln bei 20°C +1°C 5 - 7 Tage inkubiert. Nach diesem Zeitraum
war keine Veranderung mehr in der Anzahl und der wesentlichen Entwicklung der zur mor-
phologischen Unterscheidung der Kolonietypen herangezogenen Merkmale zu beobachten.
Ausgewertet wurden die Platten von jeweils zwei Verdinnungen, wobei diejenigen gewahlt
wurden, bei denen die Anzahl der Kolonien zwischen 20 und 200 lag. Die Auszahlung der
Platten erfolgte unter einer Lupenlampe.

Zur optischen, makroskopischen Unterscheidung der Isolate anhand ihrer Koloniemorpholo-
gie wurden Farbe, Form, GroRe, Oberflachenbeschaffenheit, Durchsichtigkeit und die Be-
schaffenheit des Kolonierandes als Merkmale herangezogen.
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Die Ergebnisse aus beiden Verdinnungsschritten wurden bei der Abundanzberechnung durch
Mittelwertbildung kombiniert; die relative Kultivierbarkeit der Bakterien auf den Agarplatten
wurde aus dem Vergleich von DAPI- und CFU-Abundanzen abgeleitet.

2.6.3 Stammspezifische Quantifizierung durch Immunfluoreszenz

2.6.3.1 Gewinnung der polyklonalen, stammspezifischen AntikOrper

Zur Gewinnung der stammspezifischen, polyklonalen Antisera wurden ganze Zellen aus
dichten Flissigkulturen (siehe 2.1.3) eingesetzt, deren Praparation, leicht modifiziert, der
Methode von CHANTLER & MCILLMURRAY (1987) entsprach. Die Kulturen, mit Hilfe von Kontroll-
ausstrichen auf Agarplatten auf Reinheit geprift, wurden mit 2 % Formol (Endkonzentration)
Uber Nacht fixiert und anschliefend 2 X mit Phosphat-gepufferter Salzlosung (phosphate
buffered saline, PBS; pH 7.4) gewaschen. Die Zellen wurden in PBS suspendiert und auf
eine Dichte der GroRenordnung 10° - 10" mI™ Zellen eingestellt (Uberpriifung mittels DAPI-
Farbung).

Diese Zellsuspension wurde, 1:1 mit unvollstandigem Freund'schen Adjuvanz (FREUND &
MCDERMOTT 1942; FREUND 1956) versetzt, zur intradermalen Immunisierung von Kaninchen
verwendet. Immunisierungsinjektionen (1 ml auf mehrere Injektionsstellen verteilt) wurden
am 1., 14. und 28. Tag des Immunisierungsvorganges vorgenommen. Die Blutabnahmen zur
Gewinnung der spater verwendeten Antisera erfolgten am 38. und 58. Immunisierungstag.
Eine Aufreinigung erfolgte insoweit, als das Blutserum von allen zellularen Bestandteilen be-
freit wurde. Bis zur Verwendung wurden die Antisera bei —20 °C gelagert.

2.6.3.2 Immunfluoreszenzmarkierung

Die stammspezifische Immunfluoreszenzmarkierung der Bakterien wurde an den formolfi-
xierten Chemostatproben vorgenommen, wobei die Markierung fur jede Probe jeweils mit
jedem der 14 Priméarantiseren einzeln durchgefiihrt wurde.

Das Protokoll orientierte sich an dem von HARLOW & LANE (1988) vorgeschlagenen und wurde
bei Zimmertemperatur mit Hilfe einer Filtrationsanlage auf 0.2-um-Polycarbonat-Membran-
filtern (1.2-um-Unterlegdfilter) durchgefihrt. Das zwischen den Inkubationschritten nétige
Waschen der abfiltrierten Zellen und Filter erfolgte durch Zugabe und anschlieBendes Abfil-
trieren von PBS (pH 7.4).

Die Inkubation der Bakterien mit dem sekundaren Antikorper konnte gleichzeitig mit der DA-
PI-Farbung durchgefiihrt werden, da es keine Interferenzen zwischen beiden Vorgangen gibt
(HoFrF 1988). Um unspezifische Hintergrundfluoreszenz zu vermeiden, wurde den primaren
und sekundaren Antikdrperldsungen jeweils 5 % (w/v) Rinderserumalbumin (bovine serum
albumin, BSA) als Blockierungsreagenz hinzugefugt; eine Kontamination mit Fremdpartikeln
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wurde verhindert, indem alle verwendeten Ldsungen bei der Zugabe durch 0.2-pm-
Spritzenfilter filtriert wurden. Wahrend der Inkubationszeiten wurde darauf geachtet, dass
die Filter nicht trocken fielen.

Um Detektion und Quantifizierung durch Durchflusszytometrie mit mikroskopischer Direkt-
zahlung vergleichen zu kénnen, wurde je eine Filterhalfte entsprechend der spater ange-
wandten Detektionsmethode prapariert.

Das Markierungsprotokoll wurde auf minimalen Zeitaufwand optimiert, indem Reinkulturen
der Versuchsorganismen sowohl mit DAPI als auch mit Cy3-markierten Antikbrpern gefarbt
und epifluoreszenzmikroskopisch DAPI- und Cy3-Markierung verglichen wurde. Die sehr gu-
ten Anregungsfluoreszenzeigenschaften des fiir die sekundare Antikdrpermarkierung ver-
wendeten Fluorochroms Cy3 mit hoher relativer Quantenausbeute (YUROV et al. 1996) er-
laubte es, die Ublichen Mindestinkubationszeiten fur den 1. und 2. Markierungsschritt (20 —
30 min, HARLOW & LANE 1988) deutlich auf wenige Minuten zu verkirzen (vergl. MUJUMDAR et
al. 1993).

Folgendes Markierungsprotokoll wurde fir die stammspezifische Immunfluoreszenzmarkie-
rung der Chemostatproben durchgefiihrt:

1. Auffiltrieren der Probe (je nach Zelldichte 0.5 bzw. 1 ml) auf den Membranfilter
2. 1 X waschen mit 1 ml PBS (pH 7.4)

3. 5 min Inkubation mit primdrem, stammspezifischen Antikdrper (optimale PBS-Verdiinnung, 5 %6
(w/v) BSA-Zusatz, 2-3 ml Losungsiiberstand)

4. 3 X waschen mit je 1 ml PBS

5. 3 min Inkubation mit sekundarem, Cy3-markierten Antikdrper (1:500-PBS-Verdiinnung, 5 %6
(w/v) BSA-Zusatz, 2 - 3 ml Losungsiberstand) und DAPI (50 pl Stammlésung, siehe 2.6.1)

6. 3 X waschen mit je 1 ml PBS

7. Transfer einer Filterhalfte in ein 1.5-ml-Reaktionsgefal zur spéateren Aufarbeitung fir die durch-
flusszytometrische Auswertung bzw. Einbetten einer Filterhélfte auf einem Objekttrager (siehe
2.6.1) fur mikroskopische Untersuchungen

8. Lagerung der praparierten Filter bei — 20 °C

Die optimale Verdiinnung der stammspezifischen Primarantisera mit mdglichst hohem Ver-
dunnungsfaktor zur Spezifitatsverbesserung bei dennoch ausreichender Markierung wurde
fur jedes Antiserum durch Austesten von PBS-Exponentialverdiinnungsreihen ermittelt. Als
ausreichende Markierung wurde eine klare, vollstandige Ringfluoreszenz um jede Zelle bei
epifluoreszenzmikroskopischer Untersuchung des Praparates gewertet.

Jedes Antiserum wurde zudem auf Kreuzreaktivitat mit allen dbrigen, im Versuch eingesetz-
ten Organismen getestet. Es wurden nur wenige einseitige, keine reziproken Kreuzreaktivita-
ten festgestellt.
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2.6.3.3 Detektion und Quantifizierung durch Durchflusszytometerie

Zur Vorbereitung auf die durchflusszytometrische Analyse wurden die auf den Filtern ein-
gefrorenen, antikbrpermarkierten Proben unmittelbar vor der Messung in Suspension ge-
bracht, indem die Zellen mit 1 ml partikelfreier PBS durch Vortexen (45 s) vom Filter abge-
waschen wurden. Um eine mogliche Aggregation der Zellen zu vermeiden, wurde die Zell-
suspension 1 min einer Ultraschallbehandlung ausgesetzt. Eine mikroskopische Inspektion
von einigen exemplarisch ausgewahlten Proben zeigte eine erfolgreiche Zellvereinzelung
durch die Ultrabeschallung. Einem Nachlassen des DAPI-Fluoreszenzsignals wurde vorge-
beugt, indem die Proben anschlielend noch einmal in Suspension mit DAPI nachgefarbt
wurden.

Das verwendete Durchflusszytometer, in abgewandelter Ausstattung von Zuskov et al.
(1999) beschrieben, war mit zwei Lasern als Anregungslichtquellen ausgertstet. Der erste,
ein wassergekihlter Argonlaser, diente der Erzeugung des SSC-Signals und der DAPI-Fluo-
reszenzanregung und war bei einer Emissionsleistung von 200 mW auf eine UV-Emission von
364 nm eingestellt. Die blaue DAPI-Fluoreszenz wurde durch einen 460 nm + 50 nm BP-Fil-
ter detektiert. Bei dem zweiten Laser handelte es sich um einen gepumpten Diodenlaser mit
einer Emission von 532 nm und 200 mW Emissionsleistung. Die Fluoreszenz der Cy3-mar-
kierten Zellen wurde durch einen 595 nm + 40 nm BP-Filter detektiert. Als Hullstrahlflissig-
keit wurde 0.1 %ige, partikelfreie NaCl-Lésung verwendet.

Zu Beginn jeden Messtages wurde die Ausrichtung der Durchflusszytometeroptik mit Hilfe
von Fluoreszenzpartikeln (£ 0.5 um und 2 um) optimiert und damit die gemessenen Fluores-
zenzintensitaten maximiert.

Auslésendes Signal fur die Detektion positiver Ereignisse war das SSC-Signal oberhalb einer
Intensitatsschwelle, die Hintergrundsignale partikelfreier Kontrollldsungen ausblendet. Uber
1024 Kanéle wurde die SSC- bzw. Fluoreszenzintensitat (DAPI, Cy3) in logarithmischer Ska-
lierung Uber 4 Dekaden gemessen. Die Datenaufnahme erfolgte im Listenmodus mit Hilfe
eines Programmpaketes des Durchflusszytometerherstellers, ebenso, wie die Auswertung der
Daten.

Die Bereichsdefinition fur die Datenaufnahme wurde an zweidimensionalen Punkt- und Kon-
turdiagrammen (SSC-Signale gegen DAPI- bzw. Cy3-Signale) durchgefiihrt. Anhand von
Kontrollldsungen (partikelfreie PBS mit DAPI-Lésung) wurde sowohl fur die DAPI-Fluoreszenz
als auch die Cy3-Fluoreszenz eine Intensitatsschwelle bestimmt, oberhalb derer Signale als
DAPI- bzw. Cy3-positive Ereignisse gewertet wurden. Da das Verhéltnis von DAPI-positiven
und DAPI-negativen Ereignissen (,,Rauschen” durch Nicht-Bakterien-Partikel) in den verschie-
denen Proben sehr unterschiedlich war (ca. 1:1 - 1:100), wurde der Umfang der Zahlung
konstant gehalten, indem bereits bei der Aufnahme eine Mindestanzahl zu zahlender DAPI-
positiver Ereignisse (5000) festgelegt wurde. Die endgultige Abgrenzung aller Zellsignale von
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den Hintergrundsignalen wurde nach Beendigung der Messung durch das Setzen von polygo-
nalen Fenstern (Gates) in zweidimensionalen Abundanzkonturliniendiagrammen (SSC-Signale
gegen DAPI-Fluoreszenzsignale) vorgenommen. Zellen mit positivem Cy3- und SSC-Signal
ohne DAPI-Fluoreszenz wurden ebenfalls als zur Gesamtzellpopulation gehdrig bewertet. Pro
Chemostatprobe wurden jeweils 14 durchflusszytometrische Zahlungen, je eine pro stamm-
spezifischer Antikorpermarkierung, durchgefiihrt. Die Gesamtzahl aller erfassten Zellen pro
Probe setzt sich somit aus den Cy3-positiven Signalen der 14 Einzelmessungen der stamm-
spezifischen Antikrpermarkierungen zusammen und betrug im Mittel 5511 (x 127 s.e.) Zel-
len pro Probe.

Zur Berechnung der relativen Abundanz der Stamme wurde zunéchst, sofern erforderlich,
eine Kreuzreaktivitatskorrektur vorgenommen. Da die Addition der relativen Abundanzwerte,
bedingt durch die 14 Einzelmessungen, im Allgemeinen nicht genau 100 % ergab, sondern
im Mittel Abweichungen von + 20 % auftraten, wurde weiterhin eine Normalisierung der
Werte auf die Endsumme 100 % vorgenommen.

Um zu untersuchen, ob die Detektierbarkeit der Zellen durch das Cy3-Signal stammspezifi-
sche Unterschiede aufweist, wurden Proben von Reinkulturen der 14, als Versuchsorganis-
men verwendeten Isolate immunfluoreszenzmarkiert und die durchflusszytometrische Cy3-
Detektionsrate mit der DAPI-Detektion der Gesamtzellzahl verglichen. Durchschnittlich wur-
den 7027 Zellen (= 1169 s.e.) pro Stamm in Bezug auf ihre Cy3-Detektierbarkeit Gberprift.

2.7 Datenauswertung

2.7.1 Diversitatsmafi

Die Quantifizierung von Diversitat einer Lebensgemeinschaft erfordert eine Einteilung der
erfassten Individuen in sich nicht Uberschneidende Klassen, die entsprechend qualifizierender
Kriterien unterschieden werden. Grundlegende Einheit bei der Betrachtung von Diversitét ist
im Allgemeinen die Art (CLARIDGE et al. 1997). Ohne zunachst das Problem des Artkonzeptes
bei Mikroorganismen berihren zu wollen, werden im Folgenden die 14 Isolate bei der Be-
stimmung von Diversitatsparametern wie Arten behandelt.

Bei der Formulierung der IDH (CONNELL 1978) wird nicht explizit festgelegt, welches Diversi-
tatsmaR zur Uberpriifung der Hypothese zu betrachten ist; die aufgefiihrten Beispiele bezie-
hen sich jedoch alle auf die Artenzahl (species richness, S). Die Zuverlassigkeit der Schat-
zung von S ist jedoch stark von der Beprobungsintensitdt und der Abundanzverteilung der
Arten (Evenness) abhangig (KINKEL et al. 1992) und vernachlassigt die Information tber die
Evenness, die generell ebenso als grundlegende Komponente zur Definition der Diversitat
einer Lebensgemeinschaft gilt (WASHINGTON 1984). Als weiteres Diversitdtsmal wurde daher
der Simpson-Index D berechnet, der nicht nur einer der am haufigsten verwendeten Indizes
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ist, sondern dessen Komplimentarwert, 1-D, statistische Eigenschaften aufweist, die sich in
Bezug auf ProbengrofRe und Artenabundanzverteilung im Vergleich zu anderen Indizes als am
robustesten erwiesen haben (LANDE 1996; MOUILLOT & LEPRETRE 1999).

D wurde bestimmt nach der Formel

O
I
Qog,
o]

1
AN

wobei fur begrenzte Populationen

P = ni(ni - 1)
I NiN-li

(KREBS 1998) qilt.

pi = Anteil der Individuen der i ten Art an der Gesamtpopulation
n, = Anzahl der Individuen der i ten Art in der Probe

N = Gesamtindividuenzahl in der Probe

S = Artenzahl in der Probe

D wurde mit Hilfe des Programmpaketes Alpha Diversity & Richness (Pisces Conservation
Ltd., Lymington, UK) berechnet, welches den Kehrwert von D, 1/D, ermittelt und
.2
2 _ FBTi 0

pi =¢—~
gNﬂ

approximiert.

Betrachtet wurden Simpsons Komplementarwert 1-D, der ein Mal} fur die Wahrscheinlichkeit
ist, mit der zwei Individuen, die zuféllig aus einer Population ausgewahlt werden, unter-
schiedlichen Arten angehotren, und Simpsons Kehrwert 1/D, der als effektive Artenzahl be-
zeichnet wird und die Artenzahl in der Probe angibt, die bei Gleichverteilung der Abundanzen
auf die Arten den selben Diversiatswert erzeugen wirde, wie der beobachtete (LUDWIG &
REYNOLDS 1988).

Eine Erweiterung von Simpsons D durch Einbeziehung von phylogenetischer Information ist
der von Clarke und Warwick eingefuihrte taxonomische Diversitatsindex D, der die durch-
schnittliche taxonomische bzw. phylogenetische Distanz zwischen zwei zuféllig aus der Probe
ausgewahlten Individuen beschreibt (CLARKE & WARWICK 1998).
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D wird berechnet nach:

ééKW X X +a Oxx(x - 1)/2
D=—% (CLARKE & WARWICK 1998)
aa,. XX, +ai i( X - )/2
Xi = Abundanz der iten Art
X; = Abundanz der jten Art
w;j = taxonomische Distanzgewichtung entsprechend der aufsummierten Lange der

Stammbaumaste, die die i te mit der j ten Art verbinden

Als taxonomische Distanzgewichtung wurden die sequenzanalytisch ermittelten phylogeneti-
schen Distanzen (siehe 2.3.2) verwendet.

2.7.2 Probengrol3e

Um zu testen, ob unterschiedliche Ergebnisse bei der Diversitatsermittlung durch die beiden
angewandten Methoden der stammspezifischen Abundanzerfassung vor allem durch die un-
terschiedliche ProbengroRRe (vergl. 2.6.2 und 2.6.3) bedingt sind, wurde, exemplarisch fur
einen Probennahmetag (Tag 25), eine Rarefaktionsanalyse (KReBs 1998) durchgefiihrt. Diese
Analyse erlaubt es, anhand der jeweils ermittelten Artenzahl und Abundanzverteilung die zu
erwartende Artenzahl bei einer vorgegebenen Standard-Probengrofie zu schatzen:

6 (N-N / 0

~ S @ - ]
E(S ) a a- -, n)'g (KREBS 1998)

I nl(N n) u

(S, )

wn

erwartete Artenzahl einer zufélligen Probe mit n Individuen

S = nachgewiesene Gesamtartenzahl

N = Gesamtabundanz der durch die Beprobung erfassten Individuen
N; = Abundanz der i ten Art

n = flr die Standardisierung gewahlte Probengrofie

Mit Hilfe einer Monte-Carlo-Simulation wurde weiterhin untersucht, ob ein geringerer Bepro-
bungsaufwand, vergleichbar dem der CFU-Z&ahlung, bei der durch Immunfluoreszenzdetekti-
on ermittelten Abundanzverteilung der Individuen (Tag 25) einen Einfluss auf die ermittelten
Diversitatsparameter hat. Die Zufallsstichprobe umfasste 100 Individuen pro Simulation. Es
wurden 5 Simulationen pro Probe durchgefiihrt, vergleichbar mit der Anzahl der replizierten
Agarplatten.
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2.7.3 Statistische Auswertung

2.7.3.1 Vergleich von Stichproben

Als Standardmethode zum Vergleich von unabhangigen Stichproben wurde die Einwegvari-
anzanalyse (ANOVA) angewendet. Als Vorraussetzung hierfur wurden die Homogenitat der
Varianzen (Hartley-, Cochran-, Bartlett-Test) und die Normalverteilung der Daten (Kolmogo-
rov-Smirnov- bzw. Median—Test) Uberprift. Fast immer war eine Transformation der Daten
notig, die meist als In-Transformation durchgefiihrt wurde (SACHS 1992; SOKAL & ROHLF
1995).

Post-hoc-Analysen wurden entweder als Tukey-Test (bei einer geringen Anzahl von Stichpro-
ben: k < 10) oder als Newman-Keuls-Test (bei k 3 10) ausgefihrt (LozAN 1992).

Konnte keine Normalverteilung der Daten erreicht werden, wurden im Allgemeinen der Krus-
kal-Wallis-Test (aber auch der Median-Test) angewendet (SOKAL & ROHLF 1995).

Sollten verbundene Stichproben auf Unterschiedlichkeit getestet werden wurde als parame-
trisches Verfahren der t-Test und als nicht parametrisches Verfahren der Wilcoxon-Matched-
Pairs-Test eingesetzt (SOKAL & ROHLF 1995).

Fur alle zuvor genannten statistischen Analysen wurde das Programmpaket STATISTICA
(STATSOFT 1995) verwendet.

2.7.3.2 Relation von Stoérungsregime und Diversitat

Um zu prifen, ob die IDH fir die Modell-Lebensgemeinschaften in den Chemostaten besta-
tigt werden kann, wurden mit Hilfe von multipler Regressionsanalyse Polynome 2. Ordnung
als einfachste Modelle untersucht, die eine unimodale Antwort im Sinne der IDH erzeugen
kdnnen (TOWNSEND et al. 1997). Hierfur sollte der lineare Term der Funktion signifikant posi-
tiv, der quadratische Term signifikant negativ sein. Eine rickwarts gerichtete schrittweise
multiple Regressionsanalyse (SOKAL & ROHLF 1995) sollte testen, ob sich das Bestimmtheits-
mal r2 durch die Einbeziehung beider Terme signifikant erhdht; die F-to-remove-Werte wur-
den hierbei so gewahlt, dass sie ein Signifikanzniveau von p £ 0.05 erfullten (4.5 £ Foin22 5).
Fur die Regressionsanalyse wurden die Ergebnisse aus den drei Versuchsansatzen zusam-
mengefasst.

Ebenso, wie alle Gbrigen Berechnungen von Regressionsanalysen, wurden diese Analysen mit
Hilfe des Statistikprogramms STATISTICA durchgefihrt (STATSOFT 1995).
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2.8 Gerate- und Materialien

2.8.1 Gewinnung und Kultivierung der Versuchsorganismen

Tab. 2.2: Gerate und Materialien fiir die Gewinnung und Kultivierung der Versuchsorganismen

Gerate:

Bezeichnung

Hersteller / Lieferant

Sterilbank

Clan LAF® HF 1806

Claus Damm, Fredensborg, Danemark

Klimaschrank

Rumed 244

Rubarth Apparate GmbH

Filtrationseinheit (sterilisierbar)

Filtrationseinheit Typ 16510,
250 ml, Polycarbonat

Sartorius, Gottingen

Reagenzien u. Materialien:

Agar Bacto-Agar, ,,Difco” certified Difco Laboratories, Detroit, Michigan,
USA

Glucose b-D(+) Glucose Sigma, Steinheim

Hefeextrakt Yeast Extract, ,,Difco” certified Difco Laboratories, Detroit, Michigan,

USA

Polycarbonat-Membranfilter,
PorengroRe 1 ym, £47 mm

Nucleopore ® PC MB 47 MM

Costar, Tubingen

Kryoréhrchen

Nunc CryoTube ™ Vials; 3.6 ml

Nalge Nunc International, Ddnemark

Losungen:

Zusammensetzung:

WC-Medium (1000 X)

85.00 g I™ NaNO;;
37.00 g It MgSO, « 7 Hy0;
36.80 g I™*caCl, - 2 Hy0;
21.20 g It NasSiO; « 5 H,0;
12.60 g I NaHCOs;
11.40 g It K,HPO,4 « 3 H,0
Spurenelemente:
4.36 gl NaEDTA;
3.15 g I* FeCl; « 6 H,0;
1.00 g™ H3BO3;
0.18 g I MnCl, » 4 H,0;
0.022 g I'* ZnS0, « 7 H,0;
0.01 g It CuSO, « 5 H20;
0.01 g I*CoCl, - 6 H,0;
0.006 g I"* NaMoO, « 2 H,0
Puffer:
0.115 g I"* TES [pH 7.4]
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2.8.2 DGGE

Tab. 2.3: Gerdte und Materialien fir DNA-Extraktion und PCR zur Gewinnung der 16S rDNA- und V3-Region-
Fragmente zur anschlieBenden DGGE-Analyse bzw. Sequenzierung der Versuchsorganismen

DNA-Extraktion

Gerate:

Bezeichnung

Hersteller / Lieferant

Bemerkungen

Zentrifugen

Centrifuge 5417R;
Sorvall® RC-5B

Eppendorf, Hamburg;
Du Pont Instruments

Thermocycler fiir Temperaturinku-
bationen

Perkin Elmer Cetus 480

Perkin Elmer Applied Biosys-
tems, Foster City, CA, USA

Reagenzien u. Materialien:

Extraktionskitt InstaGene™ Matrix BioRad, Miinchen

500 pl-Reaktionsgefélie Biozym, Hess. Oldendorf DNase- u. RNasefrei
PCR

Geréate:

Thermocycler

Perkin EImer GeneAmp 2400

Perkin Elmer Applied Biosys-
tems, Foster City, CA, USA

Reagenzien u. Materialien:

PCR-Puffer

10 X PCR-Puffer

Boehringer, Mannheim

Zusammensetzung:
100 mM Tris;

15 mM MgCly;
500 mM KCl,

pH 8.3

dNTPs

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Tag-DNA-Polymerase

Boehringer, Mannheim

Eubakterien-Primer | (E.coli-Posi-
tion 9 - 27)

Pharmacia Biotech, Freiburg

Eubakterien-Primer 11 (E.coli-
Position 1542 - 1562)

Pharmacia Biotech, Freiburg

Primer 3 (E.coli-Position 341 -
358)

Pharmacia Biotech, Freiburg

+40 bp GC-Klammer

Primer 2 (E.coli-Position 515 -
534)

Pharmacia Biotech, Freiburg

100-plI-Reaktionsgefale

Biozym, Hess. Oldendorf

DNase- u. RNasefrei

Filterpipettenspitzen

Safeseal-Tips

Biozym, Hess. Oldendorf

Dnase-, Rnase-, Pyrogen-
frei
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Tab. 2.4: Gerdte und Materialien fir die Agarose-Gel-Elektrophorese zur Aufarbeitung von DNA-Extrakten und

PCR-Produkten

Agarose-Gel-Elektro-
phorese

Gerate:

Bezeichnung

Hersteller / Lieferant

Bemerkungen

Horizontalgelkammern

AGS, Heidelberg; Pharmacia,

Freiburg
Spannungsnetzgeréte Power Pac 300 bzw. 1000 BioRad, Miinchen
Transilluminator UVT 2035 Herolab UV-Licht-Wellenlange
302 nm
Sofortbildkamera Polaroid

Computergestitztes Gel-Doku-
mentationssystem
(Videokamera, Stativtisch, Digital
Drucker)

Software

BioRad Molekular Analyst ®

zusammengestellt von Bio-
Rad, Miinchen

BioRad, Miinchen

Reagenzien u. Materialien:

Agarose

Serva, Heidelberg

DNA-Fragmentlangen-Marker

1 kb DNA ladder Marker

GIBCO BRL, Eggenstein

23 Eichfragmente; Langen
von 75-12216 Basenpaa-
ren

Sofortbildfilm

Filmtyp 607

Polaroid

Losungen:

Zusammensetzung:

50 X TAE-Puffer

242.0 g Tris; 51.7 ml Eises-
sig; 100 ml 0.5 M EDTA,
pH 8; ad 1 1 H,0

5 X Probenauftragspuffer

50%b (w/v) Saccharose; 4 M
Harnstoff; 0.05 mM EDTA;
0.1% (w/v) Bromphenolblau

Tab. 2.5: Gerate und Materialien fur die DGGE-Analyse

DGGE

Gerate:

Bezeichnung

Hersteller / Lieferant

Bemerkungen

DGGE-Gelapparatur

D-Gene ™ System

BioRad, Miinchen

Spannungsnetzgerét

Model 200

BioRad, Miinchen

Gradientenmischer

Desaga, Heidelberg

Horizontalschiittler

Promax 1020

Heidolph

Reagenzien u. Materialien:

Deionisierungsgranulat

AG ® 501-X8

BioRad, Miinchen

20 — 50 mesh; 50 gl
Formamid

Polyacrylamid

40 %iges Acrylamid/ Bisac-
rylamid (37.5: 1)

BioRad, Miinchen

Polymerisierungsstarter

TEMED (N, N, N', N-Tetra-
methylethylen-diamin)

BioRad, Miinchen

Polymerisierungsstarter

APS (Ammoniumpersulfat)

BioRad, Miinchen

Losungen:

Zusammensetzung:

Polyacrylamidldsung
0 % Harnstoff

18.8 ml Acrylamid/ Bisac-
rylamid; 2 ml 50 X TAE-
Puffer; ad 1 | H,O

Polyacrylamidldsung
100 %b Harnstoff + 40 % For-
mamid

18.8 ml Acrylamid/ Bisac-
rylamid; 2 ml 50 X TAE-
Puffer; 40 ml Formamid;
42 g Harnstoff; ad 1 | H,0

10 X Ladepuffer

100 %b (w/v) Saccharose;
100 mM EDTA; 0.4% (w/v)
Bromphenolblau
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2.8.3 Sequenzierung der 16S rDNA der Versuchsorganismen

Tab. 2.6: Gerate und Materialien fir die Sequenzierung der 16S rDNA der Versuchsorganismen

Gerate:

Bezeichnung

Hersteller

Automatischer Sequenzierer

Model 310

Perkin EImer Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA

Thermocycler

Perkin EImer GeneAmp 2400

Perkin EImer Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA

Reagenzien u. Materialien:

DNA-Reinigungskitts

QIlAquick Spin Purification Kit
Promega Wizard PCR preps

Qiagen, Hilden
Promega, Madison, Wisconsin, USA

Klonierungskitt

plasmid PCR 2.1,

TA cloning kit No. K200-01,

E. coli strain INFalpha F

USA

Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA,

Sequenzierungsprimer

Bioserve, MD, USA

sequenzierungskitt

'big dye' Dye Terminator Ready Reaction Kit

Applied Biosystems (Perkin Elmer),
Foster City, CA, USA

2.8.4 Chemostat-Modellokosystem

Tab. 2.7: Gerate und Materialien fur Chemostataufbau, Beimpfung und Beprobung der Experimente zur Abhén-
gigkeit von Zusammensetzung und Diversitat der Versuchsorganismen von der P-Puls-Intervalllange

Chemostataufbau

Gerate u. Materialien:

Bezeichnung

Hersteller / Lieferant

Bemerkungen

Mehrkanalperistaltikpumpe

Ismatec MV Pumpsystem, Typ
MV-MS CA 8 C

Ismatec SA Laborsystem-
technik, Glattbrugg-Zurich,
Schweiz

Andruckstarke kann fur jeden
Kanal einzeln reguliert werden

Luftpumpe Modell 1000, Typ 504.00.010.0 Wisa
Kulturgeféalie Schmizo, Zofingen, Schweiz
Tropffallen Eydam, Kiel ovale Form
Silikonschlauche (Medi- Harry Wegner Gummi- Wandstarke 1 mm;
umszuleitung) Kunststoff-Technik, Ham- A1 mm

burg
Luftfilter Midisart 2000 Eydam, Kiel 0.2 um Porengréfiie
Beimpfung u. Be-
probung
Geréte u. Materialien:
Ganzglasspritzen Fortuna Optima ®, Eydam, Kiel mit Luer-Lock-Konus

50 ml
Beprobungskaniile Unimed ® 2R2 Eydam, Kiel Luer-Lock-Ansatz;
A2 mm; Lange 15 cm

Injektionsspritzen, 1 ml Omnican ® Tuberkulinspritzen Eydam, Kiel steril verpackt
(Inokulum, P-Pulse)
Injektionskanilen Pravatz 1 Eydam, Kiel steril verpackt;

A 0.9 mm; Lange 4 cm
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2.8.5 Abundanzbestimmung der Versuchsorganismen

Tab. 2.8: Gerdte und Materialien fir die Bestimmung der Zelldichte der Versuchsorganismen mittels DAPI-Fér-

bung und epifluoreszenzmikroskopischer Direktzahlung

DAPI-Farbung

Geréate: Bezeichnung Hersteller / Lieferant | Bemerkungen
Filtrationsanlage SM 168 29 Sartorius, Gottingen
Vakuumpumpe N 022 AN.18 Eydam, Kiel

Reagenzien u. Materialien:

DAPI-Farbstoff

4,6-Diamidino-2-phenylindol

Sigma, Miinchen

Einbettungsol

Melting Point Bath Oil M-9389

Sigma, Miinchen

Polycarbonat-Membranfilter
Porenweite 0.2 um

Filter type GTBP 02500

Millipore, Eschborn

A 25 mm; schwarz

Unterledfilter

Cellulose Acetate Filter, Po-
rengréfle 1.2 um

Sartorius, Gottingen

Mikroskop-Direkt-
zahlung

Gerate:

Epifluoreszenzmikroskop Axioskop Zeiss, Jena

DAPI-Detektionsfilter Filtersatz 01 Zeiss, Jena Anregung: 365 nm
Emission: 397 nm

Cy3-Detektionsfilter Filtersatz 00 Zeiss, Jena Anregung: 530 - 585 nm

Emission: 615 nm

Tab. 2.9: Gerate und Materialien fir die stammspezifische

men

Immunfluoreszenzmarkierung der Versuchsorganis-

Immunfluoreszenz-
markierung

Gerate:

Bezeichnung

Hersteller / Lieferant

Bemerkungen

Filtration

s. 0.: DAPI-Farbung

Reagenzien u. Materialien:

primére, stammspezifische Anti-
korper

Eurogentec, Seraing, Belgien

sekundare, Cy3-konjugierte Anti-
korper

Cy3-conjugated Affinipure
Goat Anti-Rabbit 1gG (H+L)

Dianova, Hamburg

Rinderserumalbumin (BSA)

Albumin bovine Fraction V;
standard grade

Serva, Heidelberg

pH 7.0; lyophyllisiert

Filter und Einbettung

s. 0.: DAPI-Farbung

1 X Spritzenfilter, 0.2 ym

Filtropur S 0.2

Sarstedt, Nimbrecht

Spritzen

Plastipak ®, 20 ml

Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NY, USA

1.5-ml-Reaktionsgefale

Biozym, Hess. Oldendorf

Losungen:

Zusammensetzung:

Phosphat-gepufferte Saline (PBS)
10 X

80.0 g I'* NaCl
14.4 g I't NagHPO,
2.4 g I KH,PO,

2.0 g It KCl

eingestellt auf pH 7.4




Material und Methoden

38

Tab. 2.10: Gerate und Materialien fur die durchflusszytometrische Direktzhlung der stammspezifisch immun-
fluoreszenzmarkierten Versuchsorganismen

Durchflusszytometrie

Gerate:

Bezeichnung

Hersteller / Lieferant

Bemerkungen

Durchflusszytometer

FACStar Plus

Becton Dickinson, Mountain
View, CA, USA

1. Argonlaser Innova 90 Coherent Inc., Palo Alto, CA,
USA

2. Diodenlaser

Datenaufnahme- u. Auswertungs- | CellQuest Becton Dickinson Mountain

software

View, CA, USA

Ultraschallbad

Bandelin Omnilab 080

Frequenz: 35 kHz

Reagenzien u. Materialien:

Fluoreszenzpartikel

0.5 um red;
2 pm yellow-green

Molecular Probes, Leiden, NL
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3 Ergebnisse

Das folgende Kapitel ist in drei Abschnitte gegliedert: Zundchst werden die Ergebnisse der
Charakterisierung der in Chemostatversuchen verwendeten Bakterienisolate prasentiert
(3.1). Neben der taxonomischen Einordnung wurde eine Zuordnung der 14 Isolate in Gilden
vorgenommen, die sich bezuglich des mittleren Wertes ihrer stammspezifischen minimalen
Generationszeit (gmin) unterschieden.

In Abschnitt 3.2 werden einzelne Aspekte der beiden Methoden untersucht, die zur stamm-
spezifischen Quantifizierung der Isolate in den Chemostatexperimenten verwendet wurden,
und beide Methoden miteinander verglichen. Gepruft wurde, inwieweit durch unter-
schiedliche ProbengroRe bedingte bzw. systematische Abweichungen zwischen den Ergebnis-
sen beider Methoden bestehen, sowohl in Bezug auf die detektierte Zusammensetzung der
Bakteriengemeinschaften als auch auf die daraus ermittelten Diversitatsparameter.

In Abschnitt 3.3 werden die Ergebnisse der Chemostatexperimente zur Untersuchung des
Einflusses gepulster Zufuhr der limitierenden Ressource Phosphor auf die Zusammensetzung
und Diversitat der Chemostat-Modell-Lebensgemeinschaften vorgestellt.

Veradnderungen in Abhéangigkeit von der Intervalldauer zwischen den P-Pulsen werden so-
wohl in Hinblick auf die taxonomische Zusammensetzung der Lebensgemeinschaften als
auch ihre funktionelle Struktur in Hinblick auf die Gilden beleuchtet (siehe 3.1.2).
AbschlieBend wird der Einfluss des Stérungsregimes auf die mittels unterschiedlicher Para-
meter quantifizierte Diversitat der Chemostat-Lebensgemeinschaften Uberpruft.

Unter der Annahme, dass Unterschiede zwischen den beiden Quantifizierungsmethoden Aus-
druck von unterschiedlichen durch sie reflektierten Aspekten der Lebensgemeinschaften be-
zaglich der physiologischen Aktivitat bzw. Lebensfahigkeit der Organismen ist, werden beide
Datensatze parallel prasentiert (fir eine ausfihrliche Diskussion dieser Annahme siehe 4.1).
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3.1 Charakterisierung der Isolate

3.1.1 DGGE-Screening und taxonomische Einordnung

Mit Hilfe von DGGE als Screening-Methode sollten Bakterienisolate aus dem Schohsee unter-
schiedlicher Koloniemorphologie auf genetische Unterschiedlichkeit Gberprift werden. Von 35
getesteten Isolate wurden 14 zur spateren Verwendung in den Chemostatversuchen ausge-
wahlt. Sie zeichneten sich durch gute Unterscheidbarkeit auf Agarplatten aus (Abb. 3.1) und
wiesen distinkte Unterschiede in ihrer Bandenposition auf dem DGGE-Gel auf (Abb. 3.2).

Bei der phylogenetischen Analyse der Sequenzen der 16S rDNA konnte fur keines der aus-
gewabhlten Isolate eine vollstandige Ubereinstimmung mit Sequenzen bekannter Organismen
festgestellt werden. Die prozentuale Sequenzahnlichkeit mit den néachst verwandten bekann-
ten Organismen war jedoch z. T. grof3; sie variierte zwischen 95.0 % und 99.9 % (Tab. 3.1).
Tab. 3.1: Sequenzéhnlichkeit der 14 als Versuchsorganismen verwendeten Isolate mit bekannten Referenzorga-

nismen basierend auf der Analyse (Gapped BLAST-Algorithmus) der 16S rRNA; maximal mdglicher msp-score fir
das 16S rRNA-Molekil betragt 3084 Bits bei einer Lange von 1542 Basenpaaren (LubwiG et al. 1998).

Isolat Lange des sequenzierten N&achst verwandter, bekannter Re- Ahnlichkeit
Abschnittes ferenzorganismus
[bpl [%6] msp-score [bit]
KB 06 1500 Pseudomonas pavonaceae 99.5 2882
KB 09 1474 Flavobacterium columnare 96.7 2508
KB 10 1494 Comamonas acidovorans 99.2 2859
KB 11 1480 Pedobacter heparinus 95.0 2206
KB 12 1439 Sinorhizobium fredii 98.7 2642
KB 16 1421 Brevundimonas aurantiaca 98.4 2591
KB 20 1488 Acidovorax facilis 98.3 2742
KB 23 1491 Pseudomonas rhodesiae 99.0 2807
KB 24 1478 Pedobacter heparinus 96.0 2296
KB 27 1491 Janthinobacterium lividum 99.0 2764
KB 30 1494 Arthrobacter agilis 99.9 2922
KB 31 1485 Microbacterium liquefaciens 98.2 2660
KB 33 1416 Brevundimonas vesicularis 99.5 2704

KB 34 1496 Nocardioides plantarum 99.3 2839
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Abb. 3.1: Koloniemorphologie der 14 als Versuchsorganismen verwendeten Isolate; Reinkulturen auf WC-Me-
dium-Agar (+ 1 g I'* Glucose u. 1 g I'* Hefeextrakt) nach 7 d Inkubation bei 20 °C.
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Abb. 3.2: DGGE-Gel der durch PCR gewonnenen Fragmente der V3-Region der 16S rDNA der 14 als Versuchsor-
ganismen verwendeten Isolate (Inversdarstellung des mit Ethidiumbromid gefarbten Gels); Harnstoff-Formamid-
Denaturierungsgradient 20-70 %, Laufzeit 4.5 h, Temperatur 60 °C, Spannung 200 V.

In Abb. 3.3 ist der mittels Neighbor Joining erstellte Stammbaum dargestellt, der die 14 in
den Chemostatversuchen eingesetzten lIsolate in ihrem phylogenetischen Verhéltnis zu be-
kannten Organismen zeigt. Die hohen Bootstrap-Werte vor allem an den inneren Knoten (im
Allg. > 80) zeigen, dass die Stammbaumtopologie als stabil angesehen werden kann. Deut-
lich zu erkennen ist, dass die ausgewahlten Isolate ein sehr breites taxonomisches Spektrum
abdeckten. Vertreten waren funf taxonomische Grol3gruppen (Benennung und Zuordnung
der taxonomischen Rénge nach BENSON et al. 2000 und WHEELER et al. 2000): Die Cytophaga-
Flexibacter-Bacteroides-Gruppe (CFB-Gruppe), die Klassen der a-, b- und g-Unterabteilun-
gen aus dem Stamm der Proteobakterien und die Ordnung der Actinomyceten aus dem
Stamm der Actinobacteria (die haufig auch als grampositive Bakterien mit hohem G+C-Ge-
halt klassifiziert werden; BENSON et al. 2000; WHEELER et al. 2000). Die Topologie des Stamm-
baumes innerhalb der GroRgruppen zusammen mit den z. T. hohen Sequenzibereinstim-
mungen mit bekannten Organismen weist darauf hin, dass die 14 Isolate bis zu 11 verschie-
dene Gattungen repréasentieren.
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Abb. 3.3: Neighbor-Joining-Stammbaum der 14 als Versuchsorganismen verwendeten Isolate und der né&chst
verwandten bekannten Organismen basierend auf der Sequenzanalyse der 16S rDNA; Bootstrap-Werte > 50 (von
100 replizierten Analysen) sind an den Knoten angegeben; der MaRistab fir die phylogenetische Distanz (unter-
halb des Baumes) entspricht 10 Nukleotidsubstitutionen pro 100 Nukleotidpositionen. Die Benennung der Taxa
erfolgte entsprechend der von der NCBI-Taxonomie-Datenbank (Benson et al. 2000; WHEELER et al. 2000) vorge-

schlagenen Nomenklatur.

0.10




Ergebnisse 44

Tab. 3.2 gibt einen Uberblick tiber die aus der Literatur bekannten Habitate der fir die Er-
stellung des Stammbaumes (Abb. 3.3) ausgewahlten Referenzorganismen (Sequenzahn-
lichkeit 3 95 %). Alle Referenzorganismen wurden entweder in aquatischen Habitaten nach-
gewiesen oder stammten aus terrestrischen Habitaten, bei denen ein Eintrag terrigener
Bakterien in benachbarte aquatische Habitate denkbar ist. Wahrend manche Isolate eine
enge Verwandtschaft mit Organismen aufwiesen, die als ubiquitar fur wassrige Umgebungen
angesehen werden kénnen (KB 10, KB 20, KB 23, KB 30), erwiesen sich die nachst verwand-
ten Organismen einiger Isolate als typisch fur gewdasserahnliche Habitate (KB 09, KB 16,
KB 27, KB 33).

Tab. 3.2: Auflistung der aus der Literatur bekannten Habitate der néchst verwandten Referenzorganismen der 14
in den Chemostatexperimenten eingesetzten lIsolate; die Literaturzitate beziehen sich auf die im Neighbor-Joi-
ning-Stammbaum (Abb. 3.3) erfassten Organismen, z. T. auch unter Verwendung von synonymen Artnamen.

Isolat Habitat der nachst verwandten Referenzorganismen Literatur

KB 06 Sediment, Pflanzen 5,10, 25

KB 09 Fischpathogen, oligotropher See, limnische u. marine Habitate 4,5, 8, 26

KB 10 Trinkwasser, Klarschlamm, Mineralwasser 23, 24, 28, 29

KB 11 Klarschlamm, Boden, Mundflora 5,14, 22, 27

KB 12 Boden, Wurzelknolichen 2,5, 11

KB 16 oligotrophe Gewasser, Mineralwasser, oligotrophe Biofilme, Fische 1,9, 12, 13, 28, 30

KB 20 SuiRwasser, Sediment, Mineralwasser, Klarschlamm, Boden 5,12, 13, 15, 16, 17

KB 23 ubiquitér in aquatischen Habitaten, Trinkwasser, Mineralwasser, Fische, 5,6,9, 12, 16, 19,
Klarschlamm, Boden, Nahrung 24, 28, 30

KB 24 Klarschlamm, Boden, Mundflora 5,14, 22, 27

KB 27 SiiBwasser, aquatische Biofilme, Mineralwasser, Fische, Boden 3,5,9, 18,21

KB 30 oligotropher See, Klarschlamm, Fische, Boden, Pflanzen, Mineralwasser 4,5,9

KB 31 Boden, Nahrung 5

KB 33 Mineralwasser, Algenkultur, Fische 12, 13, 20, 28, 30

KB 34 Pflanzen 7

[1] (ABRAHAM et al. 1999); [2] (ANDRADE et al. 1997); [3] (AULICINO et al. 1996); [4] (BAHR et al. 1996); [5] (BALOWS et al. 1991);
[6] (BINNERUP & THORDAL- CHRISTENSEN 1993); [7] (COLLINS et al. 1994); [8] (DECOSTERE et al. 1998); [9] (GONzALEZ et al. 1987);
[10] (Hu et al. 1998); [11] (JARVIS & TIGHE 1994); [12] (JAYASEKARA et al. 1998); [13] (JAYASEKARA et al. 1999); [14] (JONES et al.
1990); [15] (JOSHI & WALIA 1995); [16] (KAMPFER et al. 1996); [17] (LEMMER et al. 1998); [18] (LocaN 1989); [19] (MOLIN &
TERNSTROM 1986); [20] (MOUGET et al. 1995); [21] (MUDARRIS & AUSTIN 1988); [22] (NAKAMURA et al. 1988); [23] (PATEL et al.
1998); [24] (ROMANO et al. 1997); [25] (SAKAI et al. 1997); [26] (SHAMSUDIN & PLumMB 1996); [27] (STEYN et al. 1992); [28]
(VACHEE et al. 1997); [29] (VANBRABANT et al. 1993); [30] (Yoo et al. 1990).
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Abb. 3.4: Wachstumskinetiken der 14 als Versuchsorganismen verwendeten Isolate; je 3 Replikate statischer
Kulturen in abgewandeltem WC-Medium (+ 620 mg I Glucose u. 20 pg I"* Hefeextrakt); Biomasse bzw. Zelldichte
angegeben als optische Dichte (OD) der Kulturen.
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3.1.2 Wachstumsversuche

An statischen Reinkulturen wurden Versuche zur Aufnahme der Wachstumskinetik durchge-
fuhrt, um die ausgewahlten lIsolate beziglich ihres stammspezifischen Parameters gmin zU
charakterisieren.

Hinsichtlich der Dauer von Lag- bzw. log-Phase erwiesen sich die beobachteten Wachstums-
kinetiken der einzelnen Stamme als z. T. sehr unterschiedlich mit einer in einigen Fallen
deutlichen Variabilitéat zwischen den Replikaten (Abb. 3.4). Der kritische Bereich (log-Phase)
zur Bestimmung von HUmax Und des abgeleiteten Parameters gnin war jedoch in jedem Fall gut
durch die Beprobung erfasst; die Variabilitat von gmi, zwischen den Replikaten erwies sich im
allgemeinen als gering (Abb. 3.5).

Deutlich lassen sich distinkte Gruppen bezliglich des Parameters gnmin erkennen. Um mit Hilfe
einer ANOVA und anschlieBender Post-hoc-Analyse (Tukey-Test) auf signifikante Unter-
schiede zwischen den Gruppen testen zu kdnnen, wurde eine Wurzeltransformation der
Werte von gmin zur Erreichung anndhernder Normalverteilung durchgefiihrt (Homogenitéat der
Varianzen: Fpw = 261.2, ¢ = 19.1, df = 13, p = 0.121; Kolmogorov-Smirnov-Test:
D = 0.160 < DK = 42: a = 0.0s) = 0.205). Das Ergebnis der Varianzanalyse bestéatigte, dass die
untersuchten Stdmme signifikante Unterschiede beziglich gmin aufweisen (Fus2sy = 129.2;
p < 0.00001).
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Abb. 3.5: Minimale Generationszeiten der 14, als Versuchsorganismen verwendeten Isolate; Balken reprasentie-
ren den Mittelwert aus den 3 Replikaten der Wachstumsversuche, die Fehlerbalken den Standartfehler; Gilden mit
signifikant unterschiedlichen minimalen Generationszeiten sind als G I, Il und 111 gekennzeichnet (s. Text).
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Der Tukey-Test identifizierte drei Gruppen von Stdmmen, deren Werte fir gmin innerhalb der
Gruppe keine signifikanten Unterschiede aufwiesen, sich aber hochsignifikant (p < 0.005)
von denen der jeweiligen anderen beiden Gruppen unterschieden. Diese drei Gruppen kon-
nen als drei verschiedene Gilden im Sinne von RoOTS Definition (ROOT 1967 in BEGON et al.
1990) in Bezug auf den physiologischen Parameter gmin angesehen werden (Mittelwerte *
s.e. flr gmin der Gilden: G 1 =0.22 £ 0.01d; G Il =0.51 +0.02d, G Ill =1.37 + 0.05 d;
Abb. 3.5).

3.2 Methoden zur Abundanzermittiung

3.2.1 CFU-Kultivierbarkeit auf Agarplatten

Um die relative Kultivierbarkeit der Versuchsorganismen auf Agarplatten und somit ihre Er-
fassung durch die CFU-Z&hlungen zu beurteilen, wurden die durch die DAPI-Zahlung am
Epifluoreszenzmikroskop ermittelten Abundanzen mit den CFU-Abundanzen verglichen.

Fir alle Experimente zusammen betrug die CFU-Kultivierbarkeit im Mittel 51.8 %
(£ 26.7 % s.e.). Die mittleren Werte fir die relative CFU-Kultivierbarkeit der drei Experi-
mente waren unterschiedlich hoch (Abb. 3.6 A); eine Varianzanalyse der In-transformierten
Werte konnte jedoch keine signifikanten Unterschiede feststellen (F,135 = 2.6; p = 0.08).

Im Verlauf der Experimente war die relative Kultivierbarkeit uneinheitlich und zeigte keinen
allgemeinen Trend (Abb. 3.6 B). Eine Varianzanalyse nach In-Transformation wies einen sig-
nifikanten Effekt des Probennahmetages auf die relative Kultivierbarkeit nach (F(10,127) = 3.9;
p < 0.0001); die anschlieBRende Post-hoc-Analyse (Newman-Keuls-Test) identifizierte vor
allem zu Beginn (Tag 7 u. 9) und gegen Ende (Tag 21) Probennahmetage, die sich durch
ihre vergleichsweise hohe relative Kultivierbarkeit signifikant (p < 0.05) von Tagen mit ver-
gleichsweise niedriger Kultivierbarkeit unterschieden.

Fur die verschiedenen Treatments erwies sich die relative CFU-Kultivierbarkeit als weitge-
hend einheitlich (Abb. 3.6 C). Die Varianzanalyse (nach In-Transformation) detektierte zwar
einen signifikanten Effekt (Fe 131y = 2.4; p < 0.03); die Post-hoc-Analyse (Tukey-Test) stellte
jedoch nur fir zwei Treatments (0.5 d u. 4 d) einen signifikanten Unterschied (p < 0.01)
fest.

Um zu untersuchen, inwieweit die relative Kultivierbarkeit von Faktoren wie der absoluten
Abundanz der Organismen (DAPI-Z&hlung), der Anzahl der Kolonien auf den Agarplatten
(Crowding-Effekt), der relativen Haufigkeit von Ghosts (siehe 3.2.2) bzw. von der relativen
Abundanz der 14 lIsolate beeinflusst wird, wurde eine riickwarts gerichtete schrittweise mul-
tiple Regressionsanalyse durchgefuhrt mit F-to-remove = 4 (p < 0.05). Keiner der genannten
Faktoren hatte einen starken Einfluss auf die Kultivierbarkeit. Als einzige Variablen mit signi-
fikantem Einfluss wurden DAPI-Abundanz (p < 0.00001) und Koloniedichte pro Platte
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(p < 0.00001) identifiziert (In % CFU = 13.28 — 0.66 In DAPI + 0.006 In Kol, F 135 = 117.2;
p < 0.00001; r2 = 0.63). Eine zunehmende Organismendichte in den Proben war schwach
negativ (r = -0.42), eine erhéhte Anzahl von Kolonien pro Platte schwach positiv (r = 0.36)
mit der relativen CFU-Kultivierbarkeit korreliert, was zu erwarten ist, wenn kein Crowding —
Effekt fur die Platten vorliegt.
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Abb. 3.6: Relative Kultivierbarkeit der Versuchsorganismen auf Agarplatten (CFU-Abundanz als relative Abundanz
der durch DAPI-Zahlung ermittelten Abundanzen), (A) bezogen auf die drei getrennt durchgeflinrten Experi-
mente, (B) im zeitlichen Verlauf der Experimente und (C) in Abhéngigkeit von den Treatments unterschiedlicher
Intervalllange zwischen den P-Pulsen. Die Balken représentieren den Mittelwert aller Ergebnisse der jeweiligen
Kategorie, die Fehlerbalken den Standartfehler.
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3.2.2 DAPI- und Cy3-Detektierbarkeit im Durchflusszytometer

Bei der Durchflusszytometerzéahlung stammspezifisch markierter Zellen war zu beobachten,
dass die Proben Partikel enthielten, die durch SSC und Cy3-Fluoreszenz als antikdrpermar-
kierte Bakterienzellen charakterisiert waren, jedoch kein positives DAPI-Signal aufwiesen. Bei
mikroskopischer Untersuchung waren diese Objekte jedoch eindeutig als Bakterienzellen mit
sehr schwacher oder keiner DAPI-Fluoreszenz erkennbar (,,Ghosts™).

Die relative Anzahl der Ghosts an der Gesamtzellzahl variierte fir die Untersuchungstage, fur
die durchflusszytometrische Untersuchungen durchgefiihrt wurden (Tage 17, 19 und 25)
zwischen 0.6 % und 8.1 % und betrug im Mittel 2 % + 0.27 % (s.e.). Abb. 3.7 A zeigt die
mittlere relative Haufigkeit der Ghosts in Abhangigkeit von der Lagerungszeit der Proben bis
zur Durchflusszytometermessung. Deutlich ist zu erkennen, dass mit zunehmender Lage-
rungsdauer die relative Anzahl der Ghosts zunimmt. Eine signifikante Zunahme zeigt sich
jedoch erst zwischen 11 und 19 Monaten Lagerung (ANOVA der %-Anteile nach In-Trans-
formation; Fpsy = 17.02; p = 0.000008; Post-hoc-Analyse mittels Tukey-Test,
p < 0.0002).

Ein signifikanter Effekt des Treatments auf den %-Anteil der Ghosts in den Proben insgesamt
war nicht zu erkennen (ANOVA der %-Anteile nach In-Transformation; Fe 30 = 0.88;
p = 0.52), wenngleich das 2-d-Pulsintervall-Treatment mit 3.26 % + 1.28 % (s.e.) einen
deutlich héheren Ghost-Anteil als die tUbrigen Treatments aufwies (Abb. 3.7 B).

Nicht alle Isolate waren in gleicher Weise von der Auspragung von Ghosts betroffen.
Abb. 3.7 C zeigt den mittleren relativen Anteil an Ghosts fir die 14 Isolate. Aufféllig ist der
Uberdurchschnittlich hohe Ghost-Anteil des Isolates KB 20, der sich als einziger hochsignifi-
kant von dem Ghost-Anteil aller Gbrigen Stamme unterschied (ANOVA der In-transformierten
Werte; Fassozy = 21.23, p < 0.001; Post-hoc-Analyse mittels Newman-Keuls-Test,
p < 0.00004). Im Mittel lag er bei 8.5 % und wies eine groRe Schwankungsbreite (1.5 —
30.6 %) auf. Einzig bei diesem Isolat waren auch fir die verschiedenen Treatments deutliche
Unterschiede zu erkennen: War die P-Pulsintervalllange 2 4 d, war der relative Anteil der
Ghosts signifikant hoher (Fu3s = 8.10; p < 0.008) als bei Treatments mit Pulsintervallen
< 4d (Abb. 3.7 B).

Die zu unterschiedlichen Zeitpunkten durchgefiihrten Experimente wiesen signifikante Unter-
schiede in der relativen Haufigkeit der Isolate auf (Varianzanalyse der %-Anteile nach In-
Transformation; Wilk's | (2840 = 0.17, Rao’s r = 2.1; p = 0.02). Fur die Isolate mit den hoch-
sten Ghost-Anteilen (KB 20, KB 16, KB 23) konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede
bezuglich ihrer relativen Abundanz in den verschiedenen Experimenten festgestellt werden
(ANOVA der %-Anteile nach In-Transformation; F 33 > 2.0; p > 0.079); nur 2 Isolate (KB
27, KB 31) waren betroffen (Varianzanalyse der %-Anteile nach In-Transformation; F 33 >
3.9; p < 0.03), wobei die Post-hoc-Analyse (Tukey-Test, p > 0.05) keine signifikanten Unter-
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Abb. 3.7: Relative Abundanz von Ghosts (Zellen, die bei der durchflusszytometrischen Direktzéhlung positive
SSC- und Cy3-Signale, jedoch keine DAPI-Fluoreszenz aufwiesen) in Abh&ngigkeit von (A) der Lagerungszeit der
Proben bis zur durchflusszytometrischen Bearbeitung, (B) den verschiedenen Treatments der Intervallldénge zwi-
schen den P-Pulsen und (C) den 14 als Versuchsorganismen verwendeten Isolaten. Die Balken repréasentieren den
Mittelwert aller Ergebnisse der jeweiligen Kategorie, die Fehlerbalken den Standartfehler.
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schiede zwischen den jungsten und den &ltesten Proben feststellen konnte. Es ist daher da-
von auszugehen, dass die beobachteten stammspezifischen Unterschiede nicht auf unter-
schiedlich lange Probenlagerung bzw. die als Lagerungseffekt eingeschéatzten Unterschiede
nicht auf signifikante Unterschiede in der Zusammensetzung der Proben zurtickzufuhren ist.

Auf Grund des als deutlich bewerteten Effektes der Lagerungsdauer auf die Detektierbarkeit
der DAPI-Fluoreszenz wurden die Ghosts bei der spateren Berechnung der relativen Anteile
der Isolate anhand der durchflusszytometrischen Direktzéhlung als Bestandteil der jeweiligen
stammspezifischen Population gewertet (siehe auch 4.1).

Inwieweit die Detektierbarkeit der Zellen durch das Cy3-Signal mit derjenigen durch das DA-
PI1-Signal Ubereinstimmt, wurde anhand von stammspezifisch immunfluoreszenzmarkierten
Reinkulturen untersucht. Insgesamt erwies sich die Cy3-Detektion im Vergleich zur DAPI-
Detektion als sehr hoch. Im Mittel betrug sie fir alle Isolate 90.3 % (+ 3.5 % s.e.); fur die
Mehrzahl der Stamme war sie sogar > 95 %. 3 der 14 Stamme (KB 33, KB 24 u. KB 16)
zeichneten sich jedoch durch eine deutlich verringerte Cy3-Detektierbarkeit aus (Abb. 3.8);
hier lag das beobachtete Defizit zwischen 30 % und 36 %.

40

30 —

Defizit der Cy3-Detektierbarkeit [%0]

Abb. 3.8: Relatives Defizit der durchflusszytometrischen Cy3-Detektierbarkeit (im Vergleich zur DAPI-Detektion)
von stammspezifisch immunofluoreszenzmarkierten Reinkulturen der 14 als Versuchsorganismen verwendeten
Isolate.
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3.2.3 Vergleich von CFU-Z&hlung und durchflusszytometrischer Direktzdh-
lung antikdrpermarkierter Zellen

Ein Vergleich der aus den Ergebnissen der beiden verschiedenen Abundanzbestimmungsme-
thoden ermittelten Diversitatsparameter sollte prifen, inwieweit die beiden unterschiedlichen
Methoden der stammspezifischen Abundanzermittlung Ubereinstimmende Ergebnisse liefern.

Wahrend alle Diversitatsparameter, die die Evenness der detektierten Arten berlicksichtigen
(effektive Artenzahl 1/D, Simpsons Komplementérwert 1-D, taxonomischer Diversitatsindex
D) beider Methoden signifikant positiv miteinander korreliert waren, war fur die Artenzahl S
keine signifikante Korrelation festzustellen (Tab. 3.3). Der Korrelationszusammenhang zwi-
schen den Ergebnissen von CFU-Z&hlung und Durchflusszytometerzdhlung war fir keinen der
Diversitatsparameter sehr stark und so erwiesen sich die Unterschiede zwischen den beiden
Methoden fiir alle vier Parameter als hoch signifikant (Tab. 3.4).

Ein wesentlicher Unterschied zwischen beiden Methoden zur Ermittlung der relativen Abun-
danzen der Isolate in den Proben war der unterschiedliche Probenumfang. Wéahrend bei der
Durchflusszytometerzéhlung im Mittel 5511 (= 127 s.e.) Zellen pro Probe bericksichtigt wur-
den, erfasste die CFU-Z&ahlung durchschnittlich 110 (x 11 s.e.) Kolonien pro Probe. Eine ex-
emplarisch fir einige Proben durchgefiihrte Rarefaktionsanalyse sollte Aufschluss dariber
geben, inwieweit der Probenumfang die detektierte Artenzahl beeinflusst. Zugrunde gelegt
wurden die Artenzahlen und Abundanzverteilungen, die fir den letzten Untersuchungstag
(Tag 25) der Chemostatexperimente mittels Durchflusszytometer ermittelt wurden.

Tab. 3.3: Korrelationszusammenhang der durch CFU- und Durchflusszytometerzahlung antikbrpermarkierter
Zellen ermittelten Diversitatsparameter S, 1/D, 1-D und D.

Diversitatsparameter Korrelations- Bestimmtheits- F-Wert 13y  Signifikanz-
koeffizient r mafi} r2 niveau p
Artenzahl S 0.14 0.02 0.69 0.41 ns.
Effektive Artenzahl 1/D 0.46 0.21 8.48 0.007 ***
Simpsons Kompliment 1-D 0.53 0.29 12.40 0.002 ***
Taxonomische Diversitat D 0.58 0.34 15.96 0.0004 ***

Tab. 3.4: Test auf Unterschiedlichkeit der durch CFU- und Durchflusszytometerzahlung antikdrpermarkierter
Zellen ermittelten Diversitatsparameter S, 1/D, 1-D und D.

Diversitatsparameter PrufgroiRe Signifikanzniveau p

Artenzahl S Hen =66 = 50.0 < 0.00001 ***
Effektive Artenzahl 1/D Han =66 = 31.9 < 0.00001 ***
Simpsons Kompliment 1-D Faes =13.3 < 0.0006  ***

Taxonomische Diversitéat D Faes =19.2 < 0.00005 ***
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Standard-Probengrofien zur Schatzung der zu erwartenden Artenzahlen waren 100, 1000
und 2500 Individuen, sowie die jeweilige Koloniezahl, die fur die entsprechende Probe durch
die CFU-Z&hlung erfasst wurde.

Abb. 3.9 zeigt das Ergebnis der Rarefaktionsanalyse, zusammengefasst fur alle 15 untersuch-
ten Proben. Probengrol3en, die, entsprechend der ermittelten Funktion, 100 % aller durch die
Durchflusszytometerzahlung detektierten Arten erfassen, mussten mindestens 15 % der
Durchflusszytometerzahlung umfassen, was Individuenzahlen von 750-850 entsprache. Die
ProbengrolRe der CFU-Zahlung entsprach fur den exemplarisch untersuchten Tag 25 im Mittel
2.9 % (£ 0.5 % s.e.) der Probengréiie der Durchflusszytometerzahlung, die erwartete Arten-
detektion der fur die ProbengréfRen der CFU-Z&hlung im Mittel 87 % (x 2.9 % s.e.). Tatsach-
lich detektierte die CFU-Z&hlung jedoch nur durchschnittlich 42.4 % (x 3.2 % s.e.) der
durchflusszytometrisch fur den Tag 25 erfassten Arten, was darauf hinweist, dass Unter-
schiede in den Ergebnissen der beiden zur Abundanzermittlung der Isolate verwendeten
Methoden nicht ausschlie8lich auf der unterschiedlichen ProbengrofRe beruhen.

100 | o fac'a’a’arfaYe) g
= 80 F
é
=
N eof |
o
£ |
Q
g 4o | y =99.43 (1 - &%)
]
s ]
o | r>=0.99

20 | p <0.0001

0 “l’ 1 | 1 N \
0 20 40 60 80 100

Probengrofie [%]

Abb. 3.9: Rarefaktionsanalyse basierend auf den durchflusszytometrisch ermittelten Artenzahlen und Artenabun-
danzverteilungen fiir den Tag 25 der Chemostatexperimente (mittlere Zellzahl pro Probe: 5511 + 127 s.e.); Stan-
dartprobengréfRen und erwartete Artenzahlen sind jeweils als %-Anteil der tatsachlichen ProbengréfRen und der
beobachteten maximalen Artenzahl ausgedriickt. Der gestrichelte Pfeil reprasentiert die mittlere durch die CFU-
Zahlung realisierte Probengroflie (3 % der durchflusszytometrisch bearbeiteten ProbengrofRen), der durchgehende
Pfeil die ProbenmindestgroRe, die zur Erfassung aller mittels Durchflusszytometer detektierten Arten nétig wéare
(15 %).
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Bestatigt wird dies, nicht nur fur die Anzahl der detektierten Arten, sondern auch fur die tb-
rigen Diversitatsparameter, auch durch das Ergebnis der durchgefiihrten Monte-Carlo-Simu-
lation. Ebenfalls exemplarisch wurden anhand der durchflusszytometrisch ermittelten Arten-
zahl und Abundanzverteilung des Beprobungstages 25 je 5 Zufallsstichproben mit je 100
Individuen pro Probe gezogen und die hieraus ermittelten Diversitatsparameter mit den aus
CFU- und Durchflusszytometerzahlung gewonnenen Daten verglichen.

AuBer fur den Parameter S war fur keinen der anderen Diversitatsparameter ein signifikanter
Einfluss der ProbengrdfRe zu erkennen, da sich die simulierten Werte fur einen kleineren Pro-
benumfang nicht signifikant von den durchflusszytometrisch bestimmten unterschieden
(Tab. 3.5, p = 0.2); die mittels CFU-Z&hlung bestimmten Parameter erwiesen sich jedoch in
allen Fallen als signifikant verschieden sowohl von den durchflusszytometrisch (ANOVA:
Fea2 = 13.2, p < 0.0001; Post-hoc-Analyse mittels Tukey-Test: p < 0.01) als auch den
durch die Simulation gewonnenen Werten (Tab. 3.5, p < 0.01).

Die Werte der relativen Abundanzen, die jeweils durch CFU- bzw. Durchflusszytometerzéh-
lung bestimmt wurden, erwiesen sich im Vergleich insgesamt als signifikant unterschiedlich
zwischen beiden Methoden (Kruskal-Wallis-Test; Hq, n = 924y = 126.6, p < 0.0001). Bezogen
auf die funf in den Proben reprasentierten taxonomischen Grol3gruppen waren keine grup-
penspezifisch unterschiedlichen Trends zu beobachten (Abb. 3.10 A). Fur alle Gruppen lagen
tendenziell immer die durchflusszytometrisch ermittelten Werte (bezogen auf den Median)
hoher und dieser Unterschied war, bis auf die Klasse der a-Proteobakterien, immer signifi-
kant (Kruskal-Wallis- u. Median-Test, p £ 0.0001); die GréfRRenordnungen der ermittelten
Werte stimmten jedoch recht gut tberein. Fur die einzelnen Isolate erwies sich dieser Effekt
allerdings nicht als einheitlich (Abb. 3.10 B). Die Werte fur die detektierte mittlere relative
Haufigkeit der einzelnen Stamme konnte sowohl bei der CFU- als auch bei der Durchfluss-
zytometerzahlung hdéher sein; fir 4 von den 14 Isolaten waren keine signifikanten Unter-
schiede zwischen CFU- und Durchflusszytometerzéahlung nachzuweisen (Median- bzw. Krus-
kal-Wallis-Test, p > 0.09).

Tab. 3.5: Test auf Unterschiedlichkeit der durch Simulation kleiner ProbengréRen gewonnenen (vergl. Text) und

durch CFU- bzw. Durchflusszytometerzéhlung antikérpermarkierter Zellen ermittelten Diversitatsparameter S, 1/D,
1-D und D (Tag 25 der Chemostatexperimente).

Simulation Messung Test PrufgroiRe Signifikanz-
niveau p
Artenzahl S S (Antikorper) Wilcoxon-Test z= 3.41 0.0007 ***
S (CFU) Kruskal-Wallis-Test Han=30p = 21.18 < 0.0001 ***
Effektiv Artenzahl 1/D 1/D (Antikorper) Wilcoxon-Test z= 1.25 0.21 n.s.
1/D (CFU) Kruskal-Wallis-Test Ha n=30 = 6.72 0.01 *
Simpsons Kompliment 1-D 1-D (Antikérper) t-Test tay = -0.54 0.60 n.s.
1-D (CFU) ANOVA Fuz) =  8.81 0.007  **
Tax. Diversitat D D (Antikorper) t-Test tay = -0.74 0.47 n.s.

D (CFU) ANOVA Fazm = 19.20 0.0002 ***
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Abb. 3.10: Vergleich der mittels Durchflusszytometerzahlung stammspezifisch antikdrpermarkierter Zellen und
CFU-Zahlung bestimmten relativen Abundanzen (A) der funf, in den Chemostatproben vertretenen taxonomischen
GroRgruppen, (B) der 14, als Versuchsorganismen verwendeten Isolate (Box-and-Whisker-Plot); n.s. bezeichnet
diejenigen Stamme, deren Ergebnisse beider Zdhimethoden sich nicht signifikant unterscheiden (Kruskal-Wallis-
Test, Median-Test); fur Isolat KB 09 war nur der Kruskal-Wallis-Test nicht signifikant. * kennzeichnet signifikante
Unterschiede (p < 0.05).

Besonders auffallig ist der grolRe Unterschied in der Detektion des Stammes KB 16, der ins-
gesamt durch die CFU-Zahlung als zweithaufigster Stamm nachgewiesen wurde, dessen De-
tektion durch die durchflusszytometrische Messung jedoch deutlich geringer war. Ebenfalls
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deutlich, wenn auch nicht signifikant, ist der Unterschied fir das Isolat KB 20, das mit beiden
Methoden als haufigster Stamm nachgewiesen wurde. Hier liegt die Detektionsrate durch das
Durchflusszytometer (Median) Uber derjenigen der CFU-Z&hlung. Bei den insgesamt selten
detektierten Stammen (KB 06, KB 10, KB 11, KB 24, KB 30, KB 33, KB 34) wurden bei den
zum Vergleich herangezogenen Proben haufig gar keine Kolonien auf den Agarplatten beob-
achtet, wahrend das Durchflusszytometer diese Stémme in geringen %-Anteilen nachweisen
konnte.

Als Ergebnis des Vergleiches beider Quantifizierungsmethoden kann zusammenfassend fest-
gestellt werden, dass die Ergebnisse beziiglich Zusammensetzung und Diversitat der Proben
deutliche Unterschiede zwischen beiden Methoden aufwiesen, die offensichtlich systemati-
scher Natur und nicht ausschlie3lich durch unterschiedliche ProbengrdRen bedingt waren.

3.3 Einfluss von Stérung auf Zusammensetzung und Diversitat der Che-
mostat-Lebensgemeinschaften

3.3.1 Einfluss der gepulsten P-Zufuhr auf die Gesamtabundanzentwick-
lung

Abb. 3.11 zeigt den zeitlichen Verlauf der durch DAPI-Z&hlung ermittelten Bakterienabundan-
zen fur die verschiedenen Treatments der P-Zufuhr. Fir Treatments mit kurzen und mittleren
Pulsintervallen (0.5 — 3 d) waren im allgemeinen keine groen Abundanzschwankungen zu
beobachteten. Einige Replikate wiesen zu Beginn hthere Abundanzen auf; in der zweiten
Halfte des Experimentes stabilisierten sich die Abundanzen jedoch auf einem vergleichsweise
einheitlichen Niveau. Abundanzschwankungen, die direkt auf die P-Pulse zuriickzufiihren
waren, wurden nicht erfasst, da das Probennahmeraster fur diese Treatments (auller bei
einem Replikat des 3-d-Treatments) nicht eng genug war, um Zeitpunkte zwischen zwei P-
Pulsgaben zu dokumentieren.

Deutlich ist der Zusammenhang von erhohter Zelldichte und P-Pulsen mit groReren Pulsinter-
vallen (4 d, 6 d, 8 d). Die Abundanzschwankungen reflektieren erkennbar das Muster der P-
Pulse, was als Beleg fur das P-limitierte Wachstum der Bakterien gewertet werden kann.
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Abb. 3.11: Abundanzdynamik der Chemostat-Lebensgemeinschaften (basierend auf DAPI-Zahlung) im zeitlichen
Verlauf der Experimente flr die verschiedenen Treatments der Intervalllange zwischen den P-Pulsen; Pfeile be-
zeichnen die Zeitpunkte der P-Pulsgabe unmittelbar nach der zuvor erfolgten Probennahme an dem entsprechen-
den Versuchstag.
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3.3.2 Einfluss der gepulsten P-Zufuhr auf die Zusammensetzung der Che-
mostat-Lebensgemeinschaften

3.3.2.1 Taxonomische Aspekte

Um zu untersuchen, inwieweit die unterschiedlichen Treatments der P-Zufuhr einen Einfluss
auf die Zusammensetzung der Lebensgemeinschaften haben, muissen vergleichbare Zeit-
punkte in deren Entwicklung betrachtet werden. Daher kdnnen nur Probennahmetage vergli-
chen werden, die am Ende eines Pulszyklus liegen und somit den Endpunkt der Sukzession
zwischen zwei Pulsen darstellen.

Abb. 3.12 zeigt die relative, durch CFU-Z&hlung ermittelte Abundanz der Isolate im Verlauf
des Experiments fir die verschiedenen Treatments an einigen der Pulszyklusendpunkte. Ins-
gesamt betrachtet waren es nur wenige Isolate, vor allem KB 20, KB 16 und KB 23, die hohe
relative Abundanzen erreichten. Klar erkennbar ist die Verdnderung der Artenzusammenset-
zung an den Endpunkten der Pulsintervalle mit Fortschreiten des Experimentes. Einige Iso-
late, z. B. KB 06, die zu Beginn in allen Treatments mit z. T. hohen relativen Anteilen nach-
gewiesen werden konnten, wurden vollstandig verdrangt. Vor allem bei den Treatments mit
mittleren und groRRen Pulsintervallen (2 d — 8 d) anderte sich die Dominanzstruktur deutlich.
Besonders aufféllig ist die Zunahme der relativen Haufigkeit des Isolates KB 16 bei zuneh-
mender Lange des P-Pulsintervalls. Dieser Effekt ist fur die langeren Pulsintervalle (4 d — 8 d)
jedoch erst am letzten Tag des Experimentes (Tag 25) deutlich zu erkennen.

Fur den Tag 25 wurde untersucht, ob sich taxonomische Trends in Abhangigkeit von der
Pulsintervalllange der Treatments nachweisen lassen. Um einen mdglichen Effekt, den ge-
ringfugige Unterschiede in der Durchflussrate der Chemostaten hervorrufen kénnten, zu kor-
rigieren, wurde die Intervalllange in theoretische Generationszeiten umgerechnet (vergl.
2.5.3).

Hochsignifikant positiv mit der zunehmenden Lange der Pulsintervalle war die Gruppe der
a-Proteobakterien korreliert (Abb. 3.13 A, Tab. 3.6). Dieser Effekt war jedoch fast aus-
schlieBlich auf die Prasenz des Stammes KB 16 zurlckzufiihren, der einzige Stamm, dessen
relative Haufigkeit eine signifikante Beziehung zur Pulsintervalllange aufwies (Abb. 3.13 A)
und der in den meisten Fallen den wesentlichen Anteil der a-Proteobakterien reprasentierte
(Tab. 3.7).

Auch fur die relative Abundanz der b-Proteobakterien konnte eine signifikante Beziehung zur
Lange der P-Pulsintervalle nachgewiesen werden (Abb. 3.13 B, Tab. 3.6). Eine zunehmende
Intervalllange war negativ mit der relativen Abundanz der b-Proteobakterien korreliert, wobei
diese Beziehung nicht linear ist. Im Unterschied zu den a-Proteobakterien war dies jedoch
nicht auf einen einzigen, sondern auf zwei Stamme (KB 20, KB 27) als wesentliche Bestand-
teile dieser Gruppe zurickzufihren (Tab. 3.7).
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Abb. 3.12: Relative Abundanzen der Isolate fiir die verschiedenen Treatments der Intervallldnge zwischen den P-
Pulsen im Verlauf der Experimente (basierend auf CFU-Z&hlung); die gruppierten Balken repréasentieren jeweils
die Replikate der Treatments an einigen der Pulszyklusendpunkte; Balken an gleicher relativer Position innerhalb
der Gruppierung reprasentieren jeweils das selbe Replikat eines Treatments zu den verschiedenen Zeitpunkten.
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Die Ubrigen taxonomischen GroRR3gruppen wiesen in ihrer relativen Haufigkeit keine signifikan-
ten Beziehungen zu der Lange der Pulsintervalle auf; die g-Proteobakterien zeigten jedoch,
mit Ausnahme des kirzesten Intervalls (0.5 d), tendenziell eine Abnahme der relativen
Abundanzen mit zunehmender Pulsintervalllange (Abb. 3.13 C). Reprasentiert wurden sie
ausschlief3lich von einem Isolat (KB 23, Tab. 3.7).

Tab. 3.6: Korrelationszusammenhang von relativen Abundanzen der taxonomischen Grof3gruppen (CFU-Z&ahlung,
Tag 25 der Chemostatexperimente) und der Lange des P-Puls-Intervalls der verschiedenen Treatments.

Taxonomische Term Regressions-  t-Wert Bestimmtheits- Signifikanzniveau p
GroRRgruppe koeffizient mal} r2
a-Proteobakterien Intercept 24.29 tany = 5.63 =0.00003 ***
In x 30.50 tan = 8.71 <0.00001 ***
gesamt 0.82 < 0.00001 ***
b-Proteobakterien Intercept 48.26 taey = 7.73 < 0.00001 ***
In x -43.02 tae) = -4.69 =0.00025 ***
(In x)2 14.37 tae) = 2.53 =0.022 *
gesamt 0.65 < 0.0002  ***
g-Proteobakterien Intercept 17.88 tan = 2.93 = 0.009 falehad
In x -7.54 tan = -1.52 =0.15 n.s.
gesamt - -
Actinomyceten Intercept 1.86 tan = 1.26 =0.22 n.s.
In x -0.15 tan = -0.13 =0.90 n.s.
gesamt - -
CFB-Gruppe Intercept 2.36 tan = 2.00 = 0.06 n.s.
In x 0.39 t(17) = 041 =0.69 n.s.
gesamt - -

Tab. 3.7: Bedeutung der relativen Abundanz der Isolate fUr die relative Abundanz der GroRgruppen (CFU-Z&h-
lung, Tag 25 der Chemostatexperimente) entsprechend ihres partiellen Korrelationskoeffizienten. Gekennzeichnet
sind jeweils diejenigen Isolate (fettgedruckt, unterstrichen), deren relative Haufigkeit insgesamt 3 80 % der Vari-
anz der relativen Abundanz der jeweiligen taxonomischen Gruppe erklart. Das angegebene r2 bezieht sich auf
den gemeinsamen Korrelationszusammenhang der relativen Haufigkeit dieser Isolate und derjenigen der jeweili-
gen taxonomischen Gruppe.

Taxonomische Isolat part. Korrelations- t - Wert Bestimmtheits- Signifikanz-
GroRgruppe koeffizient mafi} r2 niveau p
a-Proteobakterien KB 12 0.42 tasy = 38.2 * 107 <0.01 *x
KB 16 0.91 tan = 8.79 <0.00001 ***
0.82 < 0.00001 ***
b-Proteobakterien KB 10 0.03 tasy = 12.6 * 107 <0.01 *x
KB 20 0.88 tas) = 102.57 <0.00001 ***
KB 27 0.68 tas) = 78.68 <0.00001 ***
0.999 < 0.00001 ***
g-Proteobakterien KB 23 - - 1.0 -
Actinomyceten KB 30 0.16 - -
KB 31 0.99 tan = 25.75 <0.00001 ***
0.97 < 0.00001 ***
CFB-Gruppe KB 09 0.99 tany = 24.47 < 0.00001 ***
KB 11 0.17 -

0.97 < 0.00001 ***
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Abb. 3.13: Relative Abundanzen taxonomischer GroRgruppen in Abhéngigkeit von der Intervalllénge zwischen
den P-Pulsen am Tag 25 der Chemostatexperimente (basierend auf CFU-Z&hlung). Die Parameter der als signifi-
kant ermittelten Beziehungen finden sich in Tab. 15. (A) a-Proteobakterien und Isolat KB 16, (B) b-Proteobak-
terien, (C) g-Proteobakterien, Actinomyceten und CFB-Gruppe.
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In Abb. 3.14 sind die relativen Abundanzen der Isolate fir die drei mittels stammspezifischer
Antikérperfarbung und Durchflusszytometerzahlung untersuchten Probennahmetage im
letzten Drittel des Experimentes (Tage 17, 19 und 25) in Abhéangigkeit von der Lange des P-
Pulsintervalls dargestellt. Im Unterschied zur CFU-Z&hlung ist keine deutliche Zunahme der
relativen Haufigkeit des Isolates KB 16 mit zunehmender P-Pulsintervalllange zu beobachten.
Dominant ist in den meisten Treatments der Stamm KB 20; am Tag 25 ist jedoch zu erken-
nen, dass vor allem fir Treatments mit mittellangen P-Pulsintervallen (2 d — 4 d) ein Rick-
gang dieses Stammes zu verzeichnen war.

Anders als bei den Ergebnissen der CFU-Z&ahlung lie3 sich anhand der durchflusszytometrisch
ermittelten Ergebnisse fur den Tag 25 keine signifikante Beziehung der relativen Abundanzen
der a-Proteobakterien zu der Léange der Pulsintervalle nachweisen (Abb. 3.15 A). Auch waren
die a-Proteobakterien hauptsachlich durch das Isolat KB 12 und nicht, wie bei der CFU-Z&ah-
lung, durch KB 16 repréasentiert (Tab. 3.9).

Die relative Haufigkeit der b-Proteobakterien wies eine nichtlineare, signifikante Korrelation
zur Pulsintervalllange mit hohen relativen Abundanzen fir kurze (0.5 d, 1 d) und lange (4 d —
8 d) Intervalle und vergleichsweise niedrigen relativen Abundanzen fur mittellange Intervalle
(2 d, 3 d) auf). Bedingt war dies fast ausschliel3lich durch die Prasenz des Stammes KB 20,
fur dessen relative Haufigkeit ebenfalls eine signifikante, unimodale Beziehung zur Lénge der
Pulsintervalle nachgewiesen werden konnte (Abb. 3.15 B), und der Hauptbestandteil der b-
Proteobakterien war (Tab. 3.9).

Ebenso, wie bei der CFU-Z&ahlung liel3en sich fur die relativen Abundanzen von g-Proteobak-
terien, Actinomyceten und die CFB-Gruppe keine signifikanten Beziehungen zur Lange der
Pulsintervalle beobachten (Abb. 3.15 C).

Als einziger Stamm neben KB 20 wies KB 24 eine signifikante Beziehung zur Lange der Pul-
sintervalle auf (yxg24 = 1.05 — 1.39 (In x) + 0.77 (In xX)2; p < 0.014), war jedoch in allen Pro-
ben nur in sehr geringen relativen Anteilen vertreten (< 3 %).
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Abb. 3.14: Relative Abundanzen der Isolate in Abhangigkeit von der Intervalllange zwischen den P-Pulsen an
den Tagen 17, 19 und 25 der Chemostatexperimente (basierend auf Durchflusszytometerzéhlung antikdrpermar-
kierter Zellen); die gruppierten Balken représentieren jeweils die Replikate der Treatments an den Pulszyklusend-
punkten dieser Versuchstage; Balken an gleicher relativer Position innerhalb der Gruppierung reprasentieren
jeweils das selbe Replikat eines Treatments zu den verschiedenen Zeitpunkten.
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Tab. 3.8: Korrelationszusammenhang von relativen Abundanzen der taxonomischen GroRRgruppen (Durchfluss-
zytometerzahlung antikdrpermarkierter Zellen, Tag 25 der Chemostatexperimente) und der Lange des P-Puls-
Intervalls der verschiedenen Treatments.

Taxonomische Term Regressions- t-Wert Bestimmtheits- Signifikanzniveau p
GroRRgruppe koeffizient mal} r2
a-Proteobakterien Intercept 17.69 tay = 4.80 =0.0003  ***
In x 0.84 tasy = 0.27 =0.79 n.s.
gesamt - -
b-Proteobakterien Intercept 43.50 tapy = 8.01 < 0.00001 ***
In x -23.38 tay = -3.02 =0.011 *
(In x)2 19.14 tay = 3.72 =0.003 **
gesamt 0.54 =0.01 *
g-Proteobakterien Intercept 15.84 tasy) = 2.52 =0.03 *
In x -0.49 tas = -0.09 =0.93 n.s.
gesamt - -
Actinomyceten Intercept 5.19 taz = 6.90 =0.0001  ***
In x -0.10 t(13) = -0.15 =0.88 n.s.
gesamt - -
CFB-Gruppe Intercept 8.14 tas = 3.87 = 0.002 el
In x -1.52 t(lg) = -0.86 =0.40 n.s.
gesamt - -

Tab. 3.9: Bedeutung der relativen Abundanz der Isolate fur die relative Abundanz der GrofRgruppen (Durchfluss-
zytometerzéhlung antikérpermarkierter Zellen, Tag 25 der Chemostatexperimente) entsprechend ihres partiellen
Korrelationskoeffizienten. Gekennzeichnet sind jeweils diejenigen Isolate (fettgedruckt, unterstrichen), deren
relative Haufigkeit insgesamt 3 80 % der Varianz der relativen Abundanz der jeweiligen taxonomischen Gruppe
erklart. Das angegebene r2 bezieht sich auf den gemeinsamen Korrelationszusammenhang der relativen Haufig-
keit dieser Isolate und derjenigen der jeweiligen taxonomischen Gruppe.

Taxonomische Isolat part. Korrelations- t-Wert Bestimmtheits- Signifikanz-
Grol3gruppe koeffizient mafi r2 niveau p
a-Proteobakterien KB 12 0.95 tay = 32.89 <0.01 faled
KB 16 0.47 tay = 16.41 < 0.00001 ***
KB 33 0.10 tan = 15.8 * 10° < 0.00001 ***
0.98 < 0.00001 ***
b-Proteobakterien KB 10 0.05 tasy = 0.81 =0.43 n.s.
KB 20 0.97 tapy = 17.55 < 0.00001 ***
KB 27 0.19 tay = 10.82 < 0.00001 ***
0.96 < 0.00001 ***
g-Proteobakterien KB 06 0.03 tay = 43.7 * 10° <0.01 *
KB 23 0.9996 tas = 144.14 < 0.00001 ***
0.9994 < 0.00001 ***
Actinomyceten KB 30 0.41 tan = 17.4*107 <0.01 *
KB 31 0.52 tany =  4.39 <0.0009 ***
KB 34 0.48 tany =  4.09 <0.0015 **
0.83
CFB-Gruppe KB 09 0.51 tay = 11.66 < 0.00001 ***
KB 11 0.71 tay = 16.34 < 0.00001 ***
KB 24 0.15 tan = 78.8 * 10° <0.01 *

0.98
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Abb. 3.15: Relative Abundanzen taxonomischer GroRgruppen in Abhéngigkeit von der Intervallldnge zwischen
den P-Pulsen am Tag 25 der Chemostatexperimente (basierend auf Durchflusszytometerzéhlung antikérpermar-
kierter Zellen). Die Parameter der als signifikant ermittelten Beziehungen finden sich in Tab. 17. (A) a-Proteo-
bakterien, (B) b-Proteobakterien und Isolat KB 20, (C) g-Proteobakterien, Actinomyceten und CFB-Gruppe.
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3.3.2.2 Gildenaspekte

Wie in Abschnitt 3.1.2 gezeigt, lassen sich die 14 Isolate in drei distinkte Gilden beziglich
ihrer stammspezifischen minimalen Generationszeit gmin einteilen.

Fir den Endpunkt des Experimentes, den Tag 25, wurde untersucht, inwieweit die relative
Haufigkeit dieser drei Gilden nachweisbar in Beziehungen zur Lange der P-Pulsintervalle
steht.
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Abb. 3.16: Relative Abundanz der Gilden fiir g, in Abhé&ngigkeit von der Intervalllange zwischen den P-Pulsen
am Tag 25 der Chemostatexperimente (basierend auf CFU-Zahlung).

Die mittels CFU-Zahlung gewonnenen Ergebnisse weisen sowohl fir die Gilde mit kurzen gmin
(G I; 0.22 d) als auch fur G Il (Gilde mit langen gmin; 1.37 d) auf hochsignifikante Korrela-
tionen der jeweiligen relativen Abundanzen mit der Pulsintervalllange hin (Abb. 3.16). Je
groRer das Pulsintervall umso geringer war der relative Anteil von G I und um so starker war
G NI vertreten. Die beiden ermittelten Funktionen Uberschneiden sich bei einer mittleren
Intervalllange von ca. 3 d, was bedeutet, dass bei dieser Lange des Pulsintervalls keine der
beiden Gilden dominant ist, sondern beide etwa gleich stark vertreten sind. Fiur G Il mit
mittellangen gmin (0.51 d) konnte keine signifikante Beziehung der relativen Abundanzen zur
Pulsintervalllange nachgewiesen werden; vergleichsweise hohe Anteile waren jedoch fur 2
von 3 Replikaten des 2-d-Pulsintervalls zu beobachten. Die Treatments mit mittelangen Pul-

sintervallen von 2 - 3 theoretischen Generationszeiten zeichneten sich demnach durch die
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Prasenz aller drei Gilden in meist dhnlich hohen relativen Anteilen aus, wahrend Treatments
mit kurzen bzw. langen Pulsintervallen von je einer Gilde dominiert wurden. Auf3er bei G I1lI,
die fast ausschlieBlich durch KB 16 reprasentiert war, war dieser Effekt nicht auf einzelne
Isolate als dominante Reprasentanten der Gilden zuriickzufiihren (Tab. 3.10).

Tab. 3.10: Bedeutung der relativen Abundanz der Isolate fir die relative Abundanz der Gilden von guin (CFU-
Zahlung, Tag 25 der Chemostatexperimente) entsprechend ihres partiellen Korrelationskoeffizienten. Gekenn-
zeichnet sind jeweils diejenigen Isolate (fettgedruckt, unterstrichen), deren relative Haufigkeit insgesamt 3 80 %
der Varianz der relativen Abundanz der jeweiligen Gilden erklart. Das angegebene r2 bezieht sich auf den ge-
meinsamen Korrelationszusammenhang der relativen Haufigkeit dieser Isolate und derjenigen der jeweiligen
Gilden.

Gilde Isolat part. Korrelations- t - Wert Bestimmtheits- Signifikanz-
koeffizient mafid r2 niveau p
Gl KB 10 0.08 tagy = 0.72 =0.49 n.s.
(gmin =0.22d KB 12 0.41 tagy = 47.78 < 0.00001 ***
+0.01 d) KB 20 0.70 tasy =  6.67 < 0.00001 ***
KB 23 0.56 tasy = 5.30 <0.0001 ***
KB 27 0.56 tasy = 5.33 <0.0001 ***
0.83 < 0.00001 ***
Gl KB 09 0.38 tuey = 15.99 <0.00001 ***
(gmin=0.51d KB 30 0.10 - -
+0.02 d) KB 31 0.49 tasy = 20.18 <0.00001 ***
0.991 < 0.00001 ***
G 11l KB 11 0.02 - -
(9min = 1.37d KB 16 0.9998 tan = 199.88 < 0.00001 ***
+0.05d) 0.9996 < 0.00001 ***

Fur einige der Treatments mit langeren P-Pulsintervallen (4 d, 8 d) war das Beprobungsra-
ster fur die Koloniezahlung eng genug gewahlt, um die Abundanzdynamik der Gilden zwi-
schen den P-Pulsen verfolgen zu kénnen (Abb. 3.17 A+B). Ebenso, wie bei der Abundanzent-
wicklung der durch DAPI-Z&hlung ermittelten Zelldichten war nach jeder P-Pulsgabe ein
deutlicher Anstieg der CFU-Dichten zu verzeichnen; bei den 8-d-Treatments war ein expo-
nentieller Riickgang von vergleichsweise hohen CFU-Abundanzen 48 h nach jeder P-Gabe auf
niedrige CFU-Abundanzen unmittelbar vor der nachsten P-Gabe zu beobachten. Die starken
Abundanzschwankungen der CFU zwischen den Pulsen beruhte im wesentlichen auf der Zu-
und Abnahme von schnell bis mittelschnell wachsenden Isolaten (Gilden | und I1), wéhrend
die Abundanz von G Il kaum Veranderungen zeigte (4-d-Treatment) oder sich vergleichs-
weise wenig anderte (8-d-Treatment).

Die durch Antikdperfarbung und Durchflusszytometermessung ermittelten Ergebnisse lieRRen
fur den Tag 25 keinen Schluss auf eine signifikante Beziehung zwischen der relativen Abun-
danz der Gilden und der Léange der P-Pulsintervalle zu (Abb. 3.18). G | dominierte alle Treat-
ments; die niedrigste relative Haufigkeit von G | war fir das 2-d-Treatment zu beobachten.
G HI war in Treatments mit mittleren P-Pulsintervalllangen (2-4 theoretische Generations-
zeiten) in einigen Replikaten vergleichsweise haufiger vertreten, als in Treatments mit kurzen

bzw. langen Pulsintervallen; G 1l trat in allen Treatments gleichmafRig mit vergleichsweise
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geringen relativen Abundanzen auf. Keine der Gilden wurde von der Prasenz einzelner

Stamme dominiert (Tab. 3.11).
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Abb. 3.17: Abundanz der Gilden flr gy, im Verlauf der Chemostatexperimente (basierend auf CFU-Z&hlung);
Pfeile bezeichnen die Zeitpunkte der P-Pulsgabe unmittelbar nach der zuvor erfolgten Probennahme an dem ent-
sprechenden Versuchstag. (A) Treatment mit 4 d Pulsintervalllange; (B) Treatment mit 8 d Pulsintervalllange;
gruppierte Balken représentieren die Replikate des Treatments an den jeweiligen Probennahmetagen; Balken an
gleicher relativer Position innerhalb der Gruppierung reprasentieren jeweils das selbe Replikat eines treatments zu

den verschiedenen Zeitpunkten.
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Abb. 3.18: Relative Abundanz der Gilden fir g, in Abhéngigkeit von der Intervalllange zwischen den P-Pulsen
am Tag 25 der Chemostatexperimente (basierend auf Durchflusszytometerzéhlung antikérpermarkierter Zellen).

Tab. 3.11: Bedeutung der relativen Abundanz der Isolate fir die relative Abundanz der Gilden von gni, (Durch-
flusszytometerzéhlung antikdrpermarkierter Zellen, Tag 25 der Chemostatexperimente) entsprechend ihres parti-
ellen Korrelationskoeffizienten. Gekennzeichnet sind jeweils diejenigen Isolate (fettgedruckt, unterstrichen), deren
relative Haufigkeit insgesamt 3 80 % der Varianz der relativen Abundanz der jeweiligen Gilden erklart. Das ange-
gebene r2 bezieht sich auf den gemeinsamen Korrelationszusammenhang der relativen Haufigkeit dieser Isolate
und derjenigen der jeweiligen Gilden.

Gilde Isolat  part. Korrelations- t - Wert Bestimmtheits- Signifikanz-
koeffizient mafid r2 niveau p
Gl KB 06 -0.09 tagy = -1.04 =0.32 n.s.
(9gmin=0.22d KB 10 0.05 tay = 0.58 =0.57 n.s.
+0.01 d) KB 12 0.65 tan = 7.20 < 0.00002 ***
KB 20 0.91 tay = 10.04 < 0.00001 ***
KB 23 0.89 tay = 9.79 < 0.00001 ***
KB 27 0.28 tawy = 8.34 <0.00001 ***
0.91 <0.00001 ***
Gl KB 09 0.77 tan = 9.18 < 0.00001 ***
(gmin=0.51d KB 24 0.25 tag = 6.09 < 0.0002  ***
+0.02 d) KB 30 0.39 tay = 4.67 <0.0007 ***
KB 31 0.56 tay = 6.70 < 0.00001 ***
KB 34 0.15 tag = 2.05 =0.07 n.s
0.92 < 0.00001 ***
G I KB 11 0.73 tay = 20.87 < 0.00001 ***
(Ymin = 1.37d KB 16 0.70 tazy = 20.17 < 0.00001 ***
+0.05 d) KB 33 0.12 - -
0.99 < 0.00001 ***
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Berechnet man fur den Endpunkt des Experimentes (Tag 25) den mittleren Wert fir gmin ent-
sprechend der relativen Abundanz der in den Proben auftretenden Isolate, so lasst sich auch
fur die Ergebnisse der Antikdrperzahlung ein Muster beziglich der minimalen Generationszeit
als Merkmal der Organismen und der Lange der Pulsintervalle der Treatments erkennen
(Abb. 3.19). In Treatments mit kurzen bzw. langen Pulsintervallen sind vor allem schnell-
wachsende Organismen zu finden, wéhrend die Organismen in Treatments mit mittleren P-
Pulsintervalllangen (2 - 3 theoretische Generationszeiten) im Mittel deutlich héhere Werte fir
Omin aufweisen. Die ermittelte unimodale Funktion besitzt insgesamt zwar nur ein niedriges
Signifikanzniveau (p = 0.087); der Achsenabschnitt und die lineare und die quadratische
Komponente der Funktion sind jedoch alle signifikant auf dem Niveau von p < 0.05
(Tab. 3.12).

Die auf den Ergebnissen der CFU-Zahlung basierenden mittleren Werte fir gmin sind hoch
signifikant positiv mit dem Zunehmen der Pulsintervalllange korreliert (Abb. 3.19). Ein Ver-
gleich der Ergebnisse beider Methoden macht deutlich, dass eine Diskrepanz der Ergebnisse
vor allem fir Treatments mit langeren Pulsintervallen (3 3 theoretische Generationszeiten)
besteht.
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Abb. 3.19: Mittlere minimale Generationszeit (gmin) der Versuchsorganismen in Abhangigkeit von der Inter-
valllange zwischen den P-Pulsen am Tag 25 der Chemostatexperimente; die Parameter der ermittelten Beziehun-
gen finden sich in Tab. 3.12.
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Tab. 3.12: Korrelationszusammenhang des mittleren Wertes fir gmin (CFU- und Durchflusszytometerzéhlung
antikérpermarkierter Zellen, Tag 25 der Chemostatexperimente) und der Léange des P-Puls-Intervalls der ver-
schiedenen Treatments.

Methode Term Regressions-  t-Wert Bestimmtheits- Signifikanzniveau
koeffizient mafl r2 p
CFU-z&hlung Intercept 0.28 tarn = 5.93 = 0.00002 ***
In x 0.33 tar) = 8.50 <0.00001 ***
gesamt 0.81 < 0.00001 ***
Durchflusszyto-me- Intercept 0.30 tay = 7.73 < 0.00001 ***
terzéh'ung In x 0.10 tao) = -4.69 = 0.047 *
(In x)2 -0.07 tay = 2.53 =0.031 *
gesamt 0.33 = 0.087 n.s.

3.3.3 Einfluss der gepulsten P-Zufuhr auf Diversitat der Chemostat-
Lebensgemeinschaften

Die zeitliche Entwicklung der vier untersuchten Diversitatsparameter S (Artenzahl), 1/D (ef-
fektive Artenzahl), 1-D (Simpsons Komplementarwert) und D (taxonomische Diversitat) in
Abhangigkeit von der Léange der P-Pulsintervalle ist in den Abb. 3.20 A+B und Abb. 3.21 A+B
dargestellt. Gezeigt sind jeweils die Versuchstage, die die Endpunkte auch der langsten In-
tervalle, 6 d bzw. 8 d, erfassen. Die Ergebnisse fiir die erste Hélfte des Experimentes (Tage
7, 9 und 13) beruhen ausschlief3lich auf der CFU-Z&ahlung, wahrend fir die Tage 17, 19 und
25 zusatzlich durchflusszytometrische Zahlungen antikbrpermarkierter Zellen vorliegen. Wie
bereits in 3.3.2 erwahnt, wurde die Lange der Pulsintervalle in theoretische Generationszei-
ten umgerechnet, um fur Unterschiede in der Durchflussgeschwindigkeit der Chemostaten zu
korrigieren.

Zu Beginn des Experimentes (Tag 7) am Ende des ersten 6-d-Pulszyklus zeigte der Parame-
ter S eine signifikante unimodale Beziehung zu der Pulsintervalllange, die, mit abnehmender
Tendenz, bis zum Tag 13 zu beobachten war (Tab. 3.13). Die héchsten Artenzahlen wurden
in diesem Zeitraum vor allem in den Treatments mit ca. 2 theoretischen Generationszeiten
als Pulsintervall gefunden. Am Tag 9 wurde zwar kein Signifikanzniveau von p < 0.05 fur die
gesamte Funktion, wohl aber fur alle an der Funktion beteiligten Terme erreicht; fur Tag 13
konnte der negative quadratische Term der unimodale Funktion nicht auf dem Signifikanzni-
veau von p < 0.05 bestéatigt werden, obwohl sich die gesamte Funktion als signifikant erwies
(p = 0.024). Die zur Annahme einer unimodalen Antwort im Sinne der IDH definierten Vor-
aussetzungen (siehe 2.7.3.2) waren fur diese Tage fur den Parameter S demnach nicht
streng erfullt, das unimodale Muster ist jedoch trotzdem recht gut belegt.
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Abb. 3.20: Artenzahl S und effektive Artenzahl 1/D in Abh&ngigkeit von der Intervalllange zwischen den P-Pulsen
(A) fur die Tage 7, 9 und 13, (B) fur die Tage 17, 19 und 25 der Chemostatexperimente. Die gestrichelten Linien
markieren den mittleren Wert des jeweiligen Diversitatsparameters fur die Inokula der drei verschiedenen Expe-
rimente: Scry = 11.3 (£ 0.88 s.e.); Sax = 13 (£ 0 s.e.); 1/Dery = 8.1 (£ 1.18 s.e.); 1/Dac = 11.2 (x 0.15 s.e.). Die
Parameter der ermittelten Beziehungen finden sich in Tab. 3.13. Dargestellt wurden nur Funktionen, die insge-
samt bzw. deren Terme und y-Achsenabschnitt eine Signifikanz auf dem Niveau p £ 0.05 aufwiesen.
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In der zweiten Halfte des Experimentes war weder fir die Ergebnisse der CFU-Zahlung noch
fur die der durchflusszytometrischen Zahlung ein signifikanter Trend fir S nachzuweisen.
Wahrend die Zahlung der Arten mit Hilfe des Durchflusszytometers nur geringe Unterschiede
zwischen den Treatments ermittelte und das Artenzahlniveau sich nur wenig von dem durch-
flusszytometrisch fir das Inokulum bestimmten unterschied, lag das Niveau der durch CFU-
Zahlung ermittelten Artenzahlen deutlich unterhalb des fir das Inokulum bestimmten Ni-
veaus. Fur alle Ubrigen Diversitatsparameter, die zusatzlich zur Artenzahl die Evenness der
Arten bertcksichtigen, waren, bis auf den letzten Untersuchungstag (Tag 25), entweder kei-
ne signifikanten Trends oder eine signifikante, mehr oder weniger ausgepragte positive Kor-
relation der Diversitat zu der Lange der P-Pulsintervalle zu erkennen (Tab. 3.13).

Wahrend die auf Durchflusszytometerzéhlung beruhenden Ergebnisse fur die effektive Arten-
zahl im Allgemeinen ein deutlich hoheres Diversitatsniveau aufwiesen, als die mittels CFU-
Zahlung gewonnenen, war dieser Unterschied fir 1-D und D nicht so stark ausgepragt. Alle
Werte der Diversitatsparameter 1/D, 1-D und D lagen bei den Ergebnissen beider Methoden
unterhalb des Diversitatsniveaus, welches fir das Inokulum nachgewiesen wurde.

Am Endpunkt des Experimentes, welcher als einziger Untersuchungstag Intervallendpunkte
fur alle Treatments erfasst, konnte fir die Ergebnisse der CFU-Z&hlung sowohl fir 1/D, als
auch 1-D und D signifikante unimodale Antworten der Diversitdt beobachtet werden
(Tab. 3.13). Auch hier wurden maximale Diversitaten vor allem in Treatments mit Pulsinter-
valllangen von ca. 2 theoretischen Generationszeiten gefunden. Einzig fir den Parameter D
lieB sich in ahnlicher Weise auch fir die durchflusszytometrisch ermittelten Ergebnisse eine
signifikante unimodale Beziehung der Diversitat zu der Lange der P-Pulsintervalle nachweisen
(Tab. 3.13). Tendenziell zeigten jedoch auch die beiden anderen Parameter ein Muster mit
jeweils niedrigen Diversitatswerten fiir Treatments mit langen und kurzen Pulsintervallen und
deutlich erhohter Diversitat fir Treatments mittlerer Intervalllange. Hierbei ist zu beachten,
dass nur ein Replikat des Treatments der Pulsintervalllange von 2 theoretischen Generations-
zeiten, welches die CFU-Zahlung als Treatment mit besonders hoher Diversitat identifizierte,
durchflusszytometrisch bearbeitet werden konnte.
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Tab. 3.13: Korrelationszusammenhang der durch CFU- und Durchflusszytometerzahlung antikdrpermarkierter
Zellen (AK) ermittelten Diversitatsparameter S, 1/D, 1-D und D mit der Ldnge des P-Puls-Intervalls der verschie-
denen Treatments zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Chemostatexperimente.

Tag Methode Parameter Term Regressions- t - Wert Bestimmt- Signifikanz-
koeffizient heitsmal r2 niveau p

7 CFU S Intercept 7.47 taoy = 15.25 < 0.00001 ***
In x 1.58 tao = 2.30 = 0.044 *
(In x)2 -1.94 tao = -3.27 = 0.008 *x
gesamt 0.52 < 0.026 *

7 CFU D Intercept 0.08 tan = 6.03 <0.0001 ***
In x 0.04 tany = 2.56 = 0.027 *
gesamt 0.37 < 0.027 *

9 CFU S Intercept 6.88 tazy = 10.81 < 0.00001 ***
In x 2.11 tay = 2.20 = 0.048 *
(In x)2 -1.52 tapy = -2.65 =0.021 *
gesamt 0.37 = 0.060 n.s

9 CFU 1-D Intercept 0.53 tas) = 13.30 < 0.00001 ***
In x 0.07 tay = 2.20 = 0.047 *
gesamt 0.27 < 0.047 *

13 CFU S Intercept 5.75 tan = 12.78 < 0.00001 ***
In x 1.65 tan = 2.86 =0.01 *
(In x)2 -1.00 tan = -1.80 = 0.089 n.s
gesamt 0.34 < 0.03 *

13 CFU 1/D Intercept 2.50 tasy = 9.59 < 0.00001 ***
In x 0.66 tagy = 2.37 =0.029 *
gesamt 0.24 < 0.029 *

13 CFU 1-D Intercept 0.09 tasy = 13.43 < 0.00001 ***
In x 0.02 tagy = 2.18 = 0.043 *
gesamt 0.21 < 0.043 *

19 AK 1-D Intercept 0.62 tay = 17.76 < 0.00001 ***
In x 0.10 tany = 2.61 =0.024 *
gesamt 0.38 < 0.024 *

19 AK D Intercept 0.12 tay = 17.55 < 0.00001 ***
In x 0.02 tay = 2.81 =0.017 *
gesamt 0.42 <0.017

25 CFU 1/D Intercept 2.77 tasy = 9.08 < 0.00001 ***
In x 1.20 tae) = 2.68 =0.016 *
(In x)2 -0.93 tae = -3.35 = 0.004 *x
gesamt 0.41 < 0.014 *

25 CFU 1-D Intercept 0.53 tasy = 11.15 < 0.00001 ***
In x 0.28 tae = 4.01 =0.001 *x
(In x)2 -0.18 tae = -4.13 =0.0008  ***
gesamt 0.53 < 0.002 *

25 CFU D Intercept 0.09 taey = 10.79 < 0.00001 ***
In x 0.04 tae = 3.50 = 0.003 *x
(In x)2 -0.03 tae = -3.44 = 0.003 *x
gesamt 0.45 < 0.009 Fx

25 AK 1-D Intercept 0.71 tas) = 16.59 < 0.00001 ***
In x 0.11 tapy = 1.83 =0.093 n.s
(In x)2 -0.10 tapy = -2.40 =0.034 *
gesamt 0.33 = 0.089 n.s

25 AK D Intercept 0.13 tas) = 16.94 < 0.00001 ***
In x 0.02 tapy = 2.20 = 0.046 *
(In x)2 -0.02 tay = -2.76 =0.017 *
gesamt 0.40 < 0.049 *
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In Tab. 3.14 sind die Werte fur P-Pulsintervalllangen aufgelistet, die, entsprechend der als
signifikant ermittelten Funktionen, maximale Diversitdt in den Chemostat-Lebensgemein-
schaften bewirkten. Die Lange der Pulsintervalle, die bei unimodalen Funktionen mit maxi-
malen Diversitaten korreliert waren, variierten zwischen 1.50 und 2.28 theoretischen Gene-
rationszeiten; der mittlere Wert fir den Tag 25 betrug 2.03 £ 0.12 (s.e.) theoretische Gene-
rationszeiten. Die Werte fur die Pulsintervalllange, die in den linearen, positiven Beziehungen
mit maximalen Diversitatswerten korreliert waren, lagen zwischen 6.11 und 8.47 theoreti-
schen Generationszeiten, je nachdem, welche Treatments mit maximaler Intervalllange in die

Berechnung einbezogen werden konnten.

Tab. 3.14: Lénge der P-Pulsintervalle, die, entsprechend der ermittelten Korrelationen (vergl. Tab 22) maximale
Diversitat in den Chemostat-Lebensgemeinschaften erzeugten. Die Intervalllinge ist angegeben als theoretische
Generationszeit [d] (vergl. Text); gekennzeichnet (fett, *) sind diejenigen Werte, die auf unimodale Funktionen
zuriickgehen.

Tag 7 9 13 17 19 25

Methode Pulsintervalllange fur maximale Diversitat [d]

CFU-z&hlung Parameter S D S 1-D S 1/D D - - 1/D 1-D D
Max. 1.50* 6.60 [ 2.01* 8.47|2.28* 6.11 6.11| - - 1.92* 2.19* 2.26*

Durchflusszyt.- Parameter - - - -|1D D D

Zahlung Max. - - - - |6.14 6.14 1.76*

Fur drei Replikate des 8-d- und ein Replikat des 4-d-Treatments war es auf Grund des Pro-
bennahmerasters der Koloniezéhlung mdoglich, die zeitliche Entwicklung der Diversitat zwi-
schen den P-Pulsen zu verfolgen. In Abb. 3.22 ist sie fur die drei Diversitatsparameter (S,
1-D, D) dargestellt, die sich wesentlich in den von ihnen erfassten Aspekten unterscheiden.
Abgebildet sind die letzten beiden Pulszyklen im Verlauf des Experimentes, fir die Messun-
gen jeweils am Startpunkt (unmittelbar vor der Pulsgabe), am Endpunkt (unmittelbar vor der
nachsten Pulsgabe) und mindestens eine Messung zwischen diesen beiden Zeitpunkten vor-
lagen. Die Werte fur die Diversitatsparameter wurden standardisiert als %-Anteile des jeweils
fur das Inokulum bestimmten Wertes; der zeitliche Verlauf des Pulsintervalls wurde ausge-
drickt als relativer Anteil des bis zum Probennahmezeitpunkt verstrichenen Zeitraumes an
der Intervallgesamtlénge.

Fur den ersten betrachteten Pulszyklus konnte keine signifikante Beziehung zwischen der
Hohe der Diversitat und der Fortdauer des Intervalls zwischen den Pulsen beobachtet wer-
den. Die niedrigsten Diversitatswerte wurden jedoch entweder am Start- oder am Endpunkt
des Pulszyklus beobachtet, wahrend die Diversitat zwischen Start und Ende tendenziell héher
lag.
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Abb. 3.22: Entwicklung von Artenzahl S, Simpsons Kompliment 1-D und taxonomischer Diversitét D im zeitlichen
Verlauf der Intervalle zwischen den P-Pulsen, zusammengefasst fur ein Replikat des 4-d- und drei Replikate des
8-d-treatments. Dargestellt sind jeweils die letzten beiden Pulszyklen. Die Diversitat ist ausgedrickt als %o-Anteil
der Inokulumsdiversitét; der zeitliche Verlauf des Intervalls als %-Anteil der Intervallgesamtlange. Die Parameter
der dargestellten Beziehungen finden sich in Tab. 3.15.
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Fir den letzten Pulszyklus zeigten alle drei Parameter signifikante unimodale Antworten in
Relation zum zeitlichen Verlauf des Pulsintervalls (Tab. 25). Am starksten ausgepragt war
dies fur den Parameter D. Gemessen wurden die hdchsten Diversitatswerte nach Verstrei-
chen des ersten Viertels des Intervalls; die als signifikant ermittelten Funktionen weisen aber
darauf hin, dass die hochsten Werte fur die Diversitat bereits friher auftreten. Die Maximal-
werte der Funktionen lagen zwischen 5.88 % und 10.40 % der Intervalllange; der mittlere
Wert fir alle drei Parameter betrug 7.94 % * 1.32 % (s.e.) der Gesamtlange des Intervalls.
Bei einer Pulsintervalllange von 4 d wiirde dies ein Erreichen von maximalen Diversitatswer-
ten nach bereits 7.6 h, fur ein 8-d-Pulsintervall-Treatment nach 15.2 h bedeuten. Die ge-
schatzten Maximalwerte fiir die Diversitat lagen hierbei auf dem Niveau des Inokulums.

Tab. 3.15: Korrelationszusammenhang der Diversitatsparameter S, 1-D und D mit dem zeitlichen Verlauf des
Intervalls zwischen den P-Pulsen, zusammengefasst fir ein Replikat des 4-d- und drei Replikate des 8-d-Treat-
ments (CFU-Z&hlung, vorletzter und letzter Pulszyklus). Die Diversitat ist ausgedriickt als %-Anteil der Inoku-
lumsdiversitét; der zeitliche Verlauf des Intervalls als %-Anteil der Intervallgesamtléange.

Pulszyklus Parameter Term Regressions- t - Wert Bestimmt- Signifikanzniveau
koeffizient heitsmal3 r2 p
1 S Intercept 44.85 tan = 7.36 < 0.00002 ***
In (x+1) 18.55 tan = 1.80 = 0.099 n.s.
(In (x+1))2 -3.81 tay = -1.64 =0.13 n.s.
gesamt 0.27 =0.18 n.s.
1 1-D Intercept 79.97 tan = 13.25 < 0.0001 ***
In (x+1) 11.57 tay = 1.13 =0.28 n.s.
(In (x+1))2 -2.99 tay = -1.30 =0.22 n.s.
gesamt 0.18 =0.33 n.s.
1 D Intercept 82.25 tan = 8.35 < 0.00001 ***
In (x+1) 30.65 tan = 1.84 =0.092 n.s.
(In (x+1))2 -7.16 tan = -1.90 =0.084 ns.
gesamt 0.25 =0.21 n.s.
2 S Intercept 48.08 tao = 8.53 < 0.00001 ***
In (x+1) 27.88 tao = 2.93 =0.015 *
(In (x+1))2 -6.55 tay = -3.04 =0.012 *
gesamt 0.48 < 0.036 *
2 1-D Intercept 68.47 tay = 11.96 < 0.00001 ***
In (x+1) 28.71 tay =  2.97 =0.014 *
(In (x+1))2 -7.19 tay = -3.29 =0.008 **
gesamt 0.57 < 0.014 *
2 D Intercept 68.81 tao = 9.29 < 0.00001 ***
In (x+1) 46.00 tao = 3.68 =0.004 **
(In (x+1))2 -10.91 tay = -3.85 =0.003 **
gesamt 0.61 <0.01 *x

Insgesamt betrachtet stimmten die Diversitatsmuster, die durch die Diversitatsindizes zu
verschiedenen Zeitpunkten des Experiments detektiert wurden, weitgehend Uberein. Die
durch den Parameter Artenzahl fir die selben Zeitpunkte detektierten Trends wiesen z.T.
jedoch deutliche Unterschiede auf. Dies spiegelt sich auch in der Relation der Parameter zu-
einander wieder, die fur S, 1-D und D untersucht wurde (Abb. 3.23 A+B). So war fur S und
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1-D keine einheitliche Beziehung zu erkennen. Die Detektion von hohen Werten fur 1-D war
nicht an hohe Artenzahlen gebunden, ebenso wenig wie niedrige Werte fir 1-D nur fur nied-
rige Artenzahlen kennzeichnend waren. In der Tendenz unterschieden sich die Ergebnisse
der CFU-zZahlung nicht von denen der Durchflusszytometerzéhlung; die Ergebnisse der
Durchflusszytometerzahlung spiegeln jedoch das generell hohere Niveau der durch diese
Methode detektierten Artenzahlen wieder, welches insgesamt auch hohere Werte fur 1-D
bedingte. Eine hochsignifikante positive lineare Korrelation dagegen zeigte 1-D mit dem ta-
xonomischen Diversitatsindex D. Die Ergebnisse von CFU- und Durchflusszytometerzahlung
zeigten in dieser Beziehung ein hohes MaR an Ubereinstimmung (Abb. 3.23 B). Die Relation
zwischen S und D (nicht abgebildet) verhielt sich &hnlich, wie die zwischen S und 1-D, was
auf Grund des proportionalen Verhaltnisses von 1-D und D nicht anders zu erwarten war.
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4 Diskussion

Fir das untersuchte Modellsystem bestehend aus Lebensgemeinschaften aquatischer Bakte-
rien in Chemostatkulturen konnte dargelegt werden, dass sich in Abhangigkeit von der Hau-
figkeit von Storungen, hier diskontinuierliche P-Zufuhr mit unterschiedlichen Intervalllangen
zwischen den P-Pulsen, sowohl die taxonomische als auch die funktionelle Struktur der Le-
bensgemeinschaften verandert. Obschon beide Methoden, die zur Untersuchung der Zu-
sammensetzung der Lebensgemeinschaften verwendet wurden, zeigen konnten, dass Regi-
mes von Stérungen mittlerer Haufigkeit hohere Diversitatsniveaus bedingen, als seltene oder
haufige Stérungen, lieferte vor allem die kultivierungsabhéangige Methode der CFU-Z&hlung
einen klaren signifikanten Nachweis der IDH-Annahme beziglich der Stérungshaufigkeit. Ein
Zeitraum von ca. 2 Generationszeiten der untersuchten Organismen konnte als mittellanges
Storungsintervall identifiziert werden, welches maximale Diversitat erzeugt. Auch die An-
nahme der IDH, dass die Entwicklung der Diversitat einer Lebensgemeinschaft zwischen zwei
Storungen einem unimodalen Muster folgt, konnte unterstiitzt werden.

Zwischen den Ergebnissen der Durchflusszytometerzéhlung stammspezifisch immunfluores-
zenzmarkierter Zellen und der CFU-Zahlung bestanden augenfallige Differenzen. In Abschnitt
4.1 soll daher eine Erérterung der unterschiedlichen Aspekte erfolgen, die beide Methoden
hinsichtlich der von ihnen erfassten Organismen erkennen lassen.

Abschnitt 4.2 befasst sich mit den Auswirkungen, die die Regimes unterschiedlicher Sto-
rungsintervalllange auf die Chemostat-Modell-Lebensgemeinschaften hatte. In 4.2.1 werden
taxonomische und funktionelle Aspekte der unterschiedlichen Zusammensetzung der Bakteri-
engemeinschaften diskutiert. Die Muster, die fur die funktionellen Strukturverdnderungen der
Lebensgemeinschaften zu beobachten waren, werden herangezogen, um die Organismen
hinsichtlich ihrer unterschiedlichen Strategien im Umgang mit fluktuierender Ressourcenver-
fugbarkeit zu charakterisieren und so den wahrscheinlichen Mechanismus fiir die Diversitat-
sanderungen in Abhéangigkeit vom Stérungsregime zu beleuchten.

Das Diversitatsmuster, das durch die unterschiedlichen Stérungsregimes und im Anschluss
an eine Storung erzeugt wurde, wird in Abschnitt 4.2.2 diskutiert. Vor allem Aspekte adaqua-
ter Beobachtungsparameter und -skalen sollen in diesem Abschnitt erdrtert werden. Als
wichtigster Gesichtspunkt in diesem Zusammenhang wird die Bedeutung zeitlicher Skalen
angesehen, sowohl bei der Untersuchung der Annahmen der IDH als auch in Hinblick auf
Okologisch relevante zeitliche Skalierung von Stdrung.

Eine kurze Schlussbetrachtung, die die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit in einen erweiter-
ten Rahmen heutiger Diversitatsforschung einordnen soll, erfolgt in Abschnitt 4.3.



Diskussion 81

4.1 Methoden der Abundanzermittlung: Direktzahlung und Kultivierung
auf Agarplatten reflektieren unterschiedliche Aspekte der Chemo-
stat-Lebensgemeinschaften

Zur Quantifizierung der Versuchsorganismen in Chemostatexperimente wurden Methoden
eingesetzt, die sich prinzipiell hinsichtlich der Beschaffenheit der resultierenden Ergebnisse
unterscheiden: Zum einen wurden in fixierten Proben individuelle Zellen direkt gezahlt, ent-
weder mittels Epifluoreszenzmikroskopie (Bestimmung der Zelldichten insgesamt) oder mit-
tels Durchflusszytometrie (Bestimmung der relativen Abundanzen der Isolate). Die Klassifi-
zierung der Organismen erfolgte anhand spezifischer Markierungen: DAPI-Fluoreszenz wurde
als Kennzeichen DNA-haltiger Partikel (= Bakterienzellen), Cy3-Fluoreszenz als hochspezifi-
sche Immunmarkierung fir die Populationen der verschiedenen, in den Versuchen eingesetz-
ten Isolate gewertet.

Zum anderen wurde ein Kultivierungsschritt auf Agarplatten durchgefiihrt, um die Organis-
men in nicht fixierten Proben zu detektieren und zu quantifizieren. Eine zuverlassige Identifi-
zierung der detektierten Organismen war auf Grund der definierten Zusammensetzung der
beprobten Lebensgemeinschaften und der distinkten Koloniemorphologie der Isolate auch
bei dieser Vorgehensweise mdglich. Die Detektion an sich setzte jedoch die Lebensfahigkeit
und Kultivierbarkeit unter den gewahlten Kulturbedingungen voraus und erfasst somit eine
zusatzliche Qualitat der detektierten Organismen.

Sowohl qualitativ, in Bezug auf die Detektion der Isolate, als auch quantitativ, in bezug auf
die detektierte Gesamtzahl der Organismen und die relativen Haufigkeit der Isolate, lieferten
die beiden Methoden unterschiedliche Ergebnisse. In der folgenden Erdrterung soll dargelegt
werden, welche okologische Relevanz die durch DAPI-Z&hlung bzw. Immunfluoreszenzmar-
kierung und CFU-Kultivierung erfassten Parameter fir die Charakterisierung von Bakterienle-
bensgemeinschaften haben und inwieweit sich gerade die Diskrepanz zwischen den Ergeb-
nissen beider Quantifizierungsweisen als geeignet erwies, zusatzliche Aspekte speziell in
Kulturen, wie den Chemostat-Bakteriengemeinsschaften zu beleuchten.

Gesamtzellzahl und Anteil metabolisch aktiver Zellen aquatischer Bakterienge-

meinschaften

Seit der Einfiihrung von Fluoreszenzfarbstoffen in die aquatische mikrobielle Okologie, die
eine erleichterte direkte Zéhlung von fluoreszenzmarkierten Bakterienzellen unter dem Epi-
fluoreszenzmikroskop ermdoglichen, ist bekannt, dass zwischen den durch mikroskopische
Direktzahlung und durch Plattenzahlung ermittelten Bakterienabundanzen eine mehr oder
weniger groRe Diskrepanz besteht. Wahrend sie besonders ausgepragt fur Freilandproben zu
beobachten ist und 1-3 Zehnerpotenzen umfassen kann (,the great plate count anomaly”,
STALEY & KONOPKA 1985), ist dieses Phanomen weniger deutlich flr Kulturproben, bei denen
die Ergebnisse von Plattenzahlungen haufig 50 % und mehr der mikroskopischen Direktzah-
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lungen ausmachen kdénnen (z. B. DIAPER & EDWARDS 1994; ZWEIFEL & HAGSTROM 1995; SIMEK
et al. 1997; HAHN & HOFLE 1999). Als Griinde fir diese Diskrepanz werden Selektivitat der
Plattenmedien (WAGNER et al. 1993; KAMPFER et al. 1996) und der physiologische Status der
suspendierten Zellen angenommen, der eine Kultivierung auf festen Medien nicht ermdoglicht
(STRASKRABOVA 1983; GAUTHIER et al. 1993; KRAGELUND & NYBROE 1994; BARCINA et al. 1997).
Zudem beruht die Bildung einer Kolonie nicht immer auf dem Wachstum einer einzigen Zelle,
sondern kann auch auf das Wachstum von Zellhaufen aus mehreren Zellen (,,colony forming
units”) zuriickgehen (MADIGAN et al. 1997), wahrend bei mikroskopischer Zahlung die Unter-
scheidung einzelner Zellen innerhalb von Aggregaten moglich ist (z. B. HAHN & HOFLE 1999).
Zur Bestimmung von Bakterienabundanzen hat sich daher die direkte Z&hlung von fluores-
zenzmarkierten Zellen, entweder mit DAPI oder Acridine Orange als Farbstoff, als Standard-
und Referenzmethode durchgesetzt.

Das Vorhandensein von Populationen mit unterschiedlichem physiologischen Status innerhalb
der Gesamtpopulationen wirft die Frage auf, ob alle detektierten Zellen an den Stoffumset-
zungen der betrachteten Okosysteme beteiligt sind, und wenn nicht, wie groR der tatsachli-
che Anteil aktiver Bakterien ist. In den letzten drei Jahrzehnten wurden die unterschiedlich-
sten physiologischen Parameter und dem entsprechend die unterschiedlichsten Methoden
herangezogen, um spezifische metabolische Aktivitat und Lebensféhigkeit der insgesamt de-
tektierten Mikroorganismen nachzuweisen.

Mit Hilfe von Mikroautoradiographie konnte MEYER-REIL (1978) zeigen, dass in marinen Pro-
ben nur zwischen 2.3 % und 56.2 % (im Mittel 31.3 %) aller mikroskopisch gezahlten Bak-
terienzellen die Fahigkeit besalen, radioaktiv markierte Glucose zu metabolisieren. TABOR &
NEIHOF (1984), die Aminosauren, Thymidin und Acetat als markierte Substrate verwendeten,
beobachteten, ebenfalls in marinen Proben, durchschnittlich einen héheren (ca. 43 %), wenn
auch sehr variablen (7 - 95 %) Anteil von metabolisch aktiven Zellen im Bakterioplankton.
Als Indikator fur ein intaktes und aktives Elektronentransportsystem gilt die Fahigkeit von
Bakterien, nicht-fluoreszierende Tetrazolium-Salze durch Respiration zu farbigen bzw. fluo-
reszierenden Niederschlagen zu reduzieren (INTC- und CTC-Essays). Die relativen Anteile
des auf diese Weise als aktiv befundenen Bakterioplanktons weisen sowohl fiir limnische als
auch fir marine Habitate eine groRRe Variabilitat (0.4 — 95 %) auf, Gberschreiten aber selten
einen Wert von 30 % der Gesamtpopulation (ZIMMERMAN et al. 1978; TABOR & NEIHOF 1984;
DEL GIORGIO & SCARBOROUGH 1995; CHoOI et al. 1996; DEL GIORGIO et al. 1997; KARNER &
FUHRMAN 1997; BARTSCHT et al. 1999); der Trophiestatus des jeweiligen Gewassers wird hier-
bei als ein wesentlicher Faktor angesehen, der sowohl die absolute als auch die relative Hau-
figkeit der CTC-aktiven Zellen beeinflusst (DEL GIORGIO & SCARBOROUGH 1995; DEL GIORGIO et
al. 1997). Die Wahrscheinlichkeit von respiratorischer Inaktivitdt von Bakterioplankton ist
signifikant negativ mit der Zellgro3e korreliert, inaktive Zellen werden jedoch in allen Gro-
Renklassen beobachtet (GAsOL et al. 1995).
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Untersuchungen zur enzymatischen Aktivitat mit Hilfe von farblosen Estern, die bei enzymati-
scher Spaltung in der Zelle ein Fluoreszenzsignal erzeugen (CFDA, Chem B), lieferten ver-
gleichbare Ergebnisse beztiglich des relativen aktiven Anteils (7 — 75 %) des Bakterioplank-
tons und ebenfalls Hinweise auf einen Zusammenhang mit dem Trophiestatus der untersuch-
ten Gewasser (PORTER et al. 1995).

Auch korrelieren metabolische Raten, wie die bakterielle Produktion, besser mit der absolu-
ten bzw. relativen Abundanz der als aktiv eingestuften Zellen als mit der Gesamtzellzahl des
Bakterioplanktons (DEL GIORGIO et al. 1997; LEBARON et al. 1999).

Ungeklart ist bisher die Frage, ob die beobachtete metabolische Inaktivitat bedeutet, dass
diese Bakterienzellen als tot bzw. nicht lebensfahig oder eher als zwar intakte, jedoch inakti-
ve Ruhestadien zu betrachten sind. Als Indikatoren fur intakte Membranpotentiale und somit
intakte Membranen lebensfahiger Organismen gelten Farbstoffe, wie Rhodamin 123 (DIAPER
& EDWARDS 1994) oder das LIVE/DEAD BacLight-Reagenz, welches bei der Untersuchung von
natdrlichen marinen bakteriellen Lebensgemeinschaften und Kulturen mariner Isolate Ergeb-
nisse lieferte, die praktisch identisch mit den Ergebnissen der ebenfalls durchgefiihrten CTC-
Essays waren (8 — 39 % als aktiv/intakt markierte Zellen, CHol et al. 1996).

ZWEIFEL & HAGSTROM (1995) entwickelten eine Methode, die durch einen Waschschritt mit
Isopropanol unspezifische Farbungen aus DAPI-Préparaten entfernen soll, so dass aus-
schliel’lich Zellen detektiert werden, die ein durch Fluoreszenz deutlich sichtbares Nukleoid
aufweisen. Sie gehen davon aus, dass alle Ubrigen, sonst in DAPI-Praparaten detektierten
Zellen nur Reste von DNA enthalten und mit grofRer Wahrscheinlichkeit nicht lebensfahige
leere Zellhtllen (,,Ghosts™) repréasentieren. In nattrlichen Meerwasserproben variierte die von
ihnen gefundene relative Haufigkeit der Bakterien mit sichtbaren Nukleoiden zwischen 2 %
und 32 % und entspricht damit in der GréRenordnung dem typischerweise mit anderen Me-
thoden in marinen Proben nachgewiesenen Anteil aktiver Zellen.

Dass der Status von Zellen ohne Nukleoid jedoch nicht prinzipiell irreversibel und diese Zellen
somit nicht grundsatzlich als tote Ghosts zu betrachten sind, zeigte eine Untersuchung von
CHol et al. (1996), die nach Substratzugabe in eine unter Substratmangel stehende Kultur
mariner Bakterienisolate einen deutlichen Zuwachs an Zellen mit sichtbarem Nukleoid beob-
achteten, ohne dass sich die Gesamtzahl der Zellen veranderte. KARNER & FUHRMAN (1997),
die mittels In-situ-Hybridisierung von marinen Bakterioplanktonproben mit einer universellen
16S rRNA-Sonde durchschnittlich 56 % aller DAPI-gefarbten Zellen markieren konnten, im
Mittel jedoch nur 29 % aller Zellen als nukleoidpositiv detektierten, kamen ebenfalls zu dem
Schluss, dass nicht alle Zellen ohne Nukleoid irreversibel inaktiv bzw. tot sind.

Als Bilanz aller, meist an naturlichen Gewasserproben bzw. an statischen Kulturen gemach-
ten Beobachtungen bezlglich der Aktivitat bzw. Inaktivitat von Bakterienzellen kann festge-
halten werden, dass die Standardmethoden der Epifluoreszenzfarbung im Allgemeinen die
Zahl der stoffwechselaktiven Bakterioplanktonzellen Uberschéatzen, nicht alle als inaktiv ein-
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gestuften Zellen jedoch irreversibel von allen Stoffumsetzungen ausgeschlossen sind und die
gesamte Bandbreite moglicher physiologischer Zustande zwischen tot und kurzzeitig ruhend
reprasentieren konnen (BARCINA et al. 1997; MCDOUGALD et al. 1998).

Lebensfahigkeit und Kultivierbarkeit aquatischer Bakterien

Der Nachweis von Lebensfahigkeit und metabolischer Aktivitat durch Kultivierung der Proben
auf Agarplatten und CFU-Z&ahlung gilt fur Freilandproben nach wie vor als unbefriedigend, da
die ermittelten CFU-Abundanzen im Allgemeinen deutlich geringer sind, als diejenigen der
mit den unterschiedlichen Methoden als aktiv eingestuften Bakterien (MCDOUGALD et al.
1998). Verschiedene Untersuchungen vor allem an statischen Kulturen, aber auch an einigen
naturlichen Bakterioplanktongemeinschaften zeigen jedoch, dass hier die ermittelten CFU-
Abundanzen gut bis sehr gut mit dem durch andere Parameter bestimmten Anteil der lebens-
fahigen/aktiven Zellen Gbereinstimmt.

So fanden ZWEIFEL & HAGSTROM (1995) eine perfekte Ubereinstimmung der Abundanzen von
CFU und Zellen mit sichtbaren Nukleoiden, sowohl in Reinkulturen von marinen Isolaten als
auch in Mischkulturen aus naturlichen Inokula, deren mittels DAPI-Farbung bestimmte Ge-
samtzellzahl z.T. 2 - 3 mal hoher war, als die Zahl der Nukleoidpositiven Zellen. In einer
Reinkultur von Staphylococcus aureus in natirlichem Seewasser konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen der Anzahl Rhodamin-123-gefarbter (membranintakter) Zellen und der
CFU-Zahl festgestellt werden (DIAPER & EDWARDS 1994). PYLE et al. (1995) beobachteten in
verschiedenen Reinkulturen und natirlichen Quellwasserproben eine hochsignifikante Korre-
lation zwischen der Abundanz der CTC-aktiven Zellen und der CFU-Abundanz, deren Stei-
gung (0.96) eine fast vollstandige Ubereinstimmung beider Parameter belegt. In eutrophem
Flusswasser war die Anzahl der CFU nicht signifikant verschieden von der Anzahl der mit
Hilfe von Chem B als enzymatisch aktiv bestimmten Bakterien und Ubertraf sogar die Zahl
der mittels CFDA als aktiv klassifizierten Zellen (PORTER et al. 1995).

Der Verlust der Kultivierbarkeit konnte vor allem als eine Reaktion auf Umweltstress beob-
achtet werden, in erster Linie ausgepragter Substratmangel, der in natlrlichen Gewasserpro-
ben als haufig vorherrschender Zustand angenommen wird, was zu der Formulierung des
VBNC-Konzeptes (viable but nonculturable) fur Bakterien in natirlichen Habitaten fihrte
(McDOUGALD et al. 1998; MCDOUGALD et al. 1999). Dies erklart auch, warum in Kulturen kaum
eine Diskrepanz zwischen den aktiven und den kultivierbaren Zellen besteht, da im Allgemei-
nen ein vergleichbar extremer Substratmangel fiir einen gesicherten Fortbestand der Kultur
vermieden wird. Speziell fir Chemostatkulturen mit kontinuierlicher Substratzufuhr und Aus-
waschung nicht wachsender Zellen ist anzunehmen, dass der physiologische Zustand der
verbleibenden, sich im Wachstum befindlichen Zellen ein hohes Mal} an Kultivierbarkeit aller
Zellen erlaubt. Unterstitzt wird diese Annahme durch die Tatsache, dass Kulturen, die sich in
der log-Wachstumsphase befinden, anndhernd zu 100 % CTC-aktive Zellen aufweisen (CHOI
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et al. 1996; SHERR et al. 1999). Hohe relative Kultivierbarkeit in Chemostaten (bezogen auf
die Gesamtzellzahl) scheint vor allem dann aufzutreten, wenn die Chemostat-Bakterienge-
meinschaften nicht durch die Substratzufuhr, sondern durch Grazing von Protozoen limitiert
werden (SIMEK et al. 1997; HAHN & HOFLE 1999). Wahrend in diesen Chemostatsystemen, die
sich durch niedrige Durchfluss- und daraus resultierende niedrige Wachstumsraten naturli-
cher GréRenordnung auszeichnen, die Anzahl der CFU in hohem Mald mit der mittels DAPI
detektierten Gesamtzellzahl Ubereinstimmte (zu ca. 80-100 %), erwies sich die Kultivierbar-
keit in den substratlimitierten Chemostaten als deutlich geringer (ca. 30 %). Untersuchungen
Uber den tatsachlich aktiven Anteil von Zellen in Chemostatkulturen mit Hilfe der zuvor er-
wahnten Methoden wurden bisher nicht durchgefuihrt, Modellsimulationen bestatigen jedoch
die mogliche Persistenz von inaktiven bzw. langsam wachsenden Zellen in Chemostatsyste-
men unter der Voraussetzung, dass Inaktivitat bzw. langsames Wachstum ein reversibler
adaptiver Zustand in Bezug auf wechselnde Substratkonzentrationen ist (JAGER et al. 1994;
TANG et al. 1997).

Populationen aktiver, kultivierbarer Zellen und Rekrutierungspotential fur aktive
Zellen in den Chemostat-Lebensgemeinschaften

In den Chemostatexperimenten wiesen die Gesamtzellzahl (DAPI-Farbung) und die Anzahl
der CFU ebenfalls die fur diese zwei Parameter zuvor als charakteristisch beschriebene Dis-
krepanz auf. Die CFU-Abundanz betrug im Durchschnitt nur ca. 50 % der mittels DAPI de-
tektierten Gesamtabundanz der Zellen. Diese Differenz entspricht in der Gro3enordnung, wie
zuvor diskutiert, der Differenz, die vornehmlich unter Kulturbedingungen, aber auch im Frei-
land (vor allem in eutrophen Situationen), zwischen physiologisch aktiven und inaktiven Zel-
len aquatischer Bakterien beobachtet wurde.

Der physiologische Status der Zellen in den Chemostatproben wurde nicht direkt anhand
einer der zuvor diskutierten Methoden Uberprift; die in anderen Studien hauptsachlich fir
Kulturen belegte gute Ubereinstimmung von plattenkultivierbaren und auf verschiedenste
Weise als aktiv bzw. intakt charakterisierten Zellen erlaubt jedoch die Annahme, dass die
CFU-Z&hlung eine gute Wiedergabe der aktiven, lebensfahigen Bakterienpopulation in den
Chemostaten darstellt.

Als ein weiteres Indiz fur die Existenz von Zellen unterschiedlichen physiologischen Status,
der sich in reduzierter Kultivierbarkeit bemerkbar gemacht haben kdnnte, kann die Prasenz
von Ghosts in den Proben gewertet werden. Als Ghosts wurden hier Zellen bezeichnet, die
nach mehrmonatiger Lagerung der Proben bei DAPI-Farbung so geringe oder gar keine
Fluoreszenz aufwiesen, dass sie im Durchflusszytometer ausschlief3lich durch ihr SSC- und
Cy3-Signal als Bakterienzellen detektiert wurden. Die Antikdrpermarkierbarkeit der Zellober-
flachenepitope kann dabei als unabhéngig von physiologischer Aktivitdt bzw. der Lebensfa-
higkeit der Zelle gelten (BoHLoOL & SCHMIDT 1980). Die Ghosts entsprachen also nicht ganz
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der Definition von ZWEIFEL & HAGSTROM (1995), die diese von Zellen mit sichtbaren Nukleoi-
den abgrenzen.

Ein lagerungsbedingter Rickgang von DAPI-detektierbaren Bakterienzellen in Gewéasserpro-
ben, die nicht tiefgefroren sondern Kihlschranktemperaturen ausgesetzt sind, ist ein gut
belegtes Phanomen, welches sich z. T., jedoch nicht ausschlieRlich, durch den Verlust von
Zellen aus der Probensuspension durch Adhasion an der ProbengefaBwand erklaren lasst
(TURLEY & HUGHES 1992; TURLEY & HUGHES 1994; TROUSSELLIER et al. 1995; VOSJAN &
VANNOORT 1998). Bei Formalinfixierung betragt der Verlust typischerweise ca. 30 % (TROUS-
SELLIER et al. 1995; VOSJAN & VANNOORT 1998). Erkennbar bereits nach 1-2 Wochen, scheint
fur die mangelnde Farbbarkeit vor allem eine strukturelle Degeneration der DNA verantwort-
lich zu sein (VOSJAN & VANNOORT 1998). Die Untersuchung von VOSIAN & VAN NOORT (1998)
ergab, dass praktisch ausschlieBlich Zellen ohne Nukleoid durch den Verlust von
DAPI-markierbarer DNA betroffen waren, so dass sie langere Probenlagerung (3 7 Monate)
als eine mdogliche Alternative zur Bestimmung der Abundanz der nukleoidpositiven Zellen
ansahen.

Die Bestimmung der Gesamtabundanzen fir die Proben der Chemostatexperimente erfolgte
am Epifluoreszenzmikroskop unmittelbar nach Beendigung der Experimente, also etwa nach
4 Wochen. Dies lasst erwarten, dass zu diesem Zeitpunkt zwar bereits mit einem gewissen
Verlust der DAPI-Detektierbarkeit der Zellen zu rechnen, dieser jedoch noch nicht maximal
ausgepragt war. Zum Zeitpunkt der durchflusszytometrischen Bearbeitung der Proben (3 6
Monate Lagerung) war der Zeitraum Uberschritten, nach dem sich eine Stabilisierung der
Abundanz der DAPI-detektierbaren Zellen beobachten lasst (ca. 2—-3 Monate TURLEY & HUG-
HES 1994; TROUSSELLIER et al. 1995; VOSIAN & VANNOORT 1998). Dies legt den Schluss nahe,
dass die durchflusszytometrisch als Ghosts klassifizierten Zellen bei der zuvor erfolgten Be-
stimmung der Gesamtabundanz mit erfasst wurden, moglicherweise jedoch Zellen reprasen-
tieren, die zum Zeitpunkt der Probennahme keine Nukleoide bzw. vergleichsweise geringe
DNA-Mengen enthielten.

Das Phdnomen von heterogenen Populationen beziglich des zellspezifischen DNA-Gehaltes
in Bakteriengemeinschaften ist sowohl aus Freilandbeobachtungen (BUTTON et al. 1996) als
auch von Kulturexperimenten (DIAPER & EDWARDS 1994, siehe auch CHol et al. 1996) bekannt
und wurde als Folge von Substratlimitation beobachtet. Ein Auftreten von vergleichbaren
Substratmangelerscheinungen war auch in den Chemostatexperimenten zu erwarten, beson-
ders fur die Treatments mit langen P-Pulsintervallen. Signifikante, treatmentspezifische Un-
terschiede in der relativen Haufigkeit der Ghosts insgesamt gab es nicht. Fur KB 20 jedoch,
den Stamm, der mit beiden stammspezifischen Quantifizierungsmethoden durchschnittlich
mit den groBten relativen Abundanzen detektiert wurde und zudem mit > 8 % im Mittel den
hochsten relativen Anteil an Ghosts aufwies, war der Ghost-Anteil in Treatments mit langen
(® 4 d) Pulsintervallen zwei- bis dreimal héher, als flr Treatments mit kiirzeren Pulsinterval-
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len. Es ist also durchaus mdglich, dass diese Beobachtung auf einer spezifischen Reaktion
dieses Stammes auf Stress durch Substratmangel beruht.

Insgesamt betrachtet war der relative Anteil der Ghosts an der Gesamtzellzahl (durchschnitt-
lich 2 %) nicht sehr hoch und kann die Diskrepanz zwischen CFU-Z&hlung und Direktzéhlung
nicht vollstandig erklaren. Das Muster ihres Auftretens fur den haufig dominanten Stamm
KB 20 lasst jedoch vermuten, dass in den Bakterienpopulationen der Chemostaten nicht ge-
nerell treatmentspezifische sondern auch stammspezifische Unterschiede in der Reaktion auf
die fluktuierende P-Zufuhr auftraten, die entsprechend auch durch die Kultivierbarkeit der
Zellen auf Agarplatten reflektiert wird.

Auffallig in diesem Zusammenhang ist, dass KB 20 bei der Kultivierung auf den Agarplatten
deutlich (wenn auch nicht signifikant) gegeniber den Ergebnissen der Durchflusszytometer-
zéhlung unterreprasentiert war. Die anderen Stamme, fur die eine signifikant verringerte
Detektierbarkeit durch CFU-Kultivierung zu beobachten war, traten alle nur in geringen
Abundanzen auf, so dass die beobachteten Unterschiede mdglicherweise auch auf den un-
terschiedlichen Probenumfang beider Quantifizierungsmethoden zuriick zu fihren ist.
Agarplatten mit hochkonzentrierten Medien im Vergleich zu den Flussigkulturen, aus denen
die ausplattierten Proben stammen, sollen eine ausgepragte Selektivitat bezlglich der taxo-
nomischen Zusammensetzung der Kolonien aufweisen (WAGNER et al. 1993; KAMPFER et al.
1996; SIMEK et al. 1997). In den drei genannten Untersuchungen wurde jeweils der gleiche
Trend registriert: b-Proteobakterien waren, verglichen mit Ergebnissen der ebenfalls durch-
gefuhrten In-situ-Hybridisierung, stark unterreprasentiert, wahrend g-Proteobakterien deut-
lich Gberreprasentiert waren. Andere Studien wiederum belegen eine sehr gute Wiedergabe
der taxonomischen Zusammensetzung von Proben durch CFU-Z&hlung, sowohl fir die Klasse
der b-Proteobakterien, als auch fur die der g-Proteobakterien (HAHN & HOFLE 1998; HAHN &
HOFLE 1999). Fir die b-Proteobakterien insgesamt, speziell auch fir das b-Proteobakterium
KB 20, war der in den Proben der Chemostatexperimente durch CFU-Kultivierung bestimmte
relative Anteil ebenfalls niedriger, als der durch Direktzéahlung individuell markierter Zellen
ermittelte. Der Unterschied war jedoch bedeutend geringer (Verhdltnis 1:1.2) als der in den
Freilandstudien von WAGNER et al. (1993; Verhaltnis ca. 1:4) und KAMPFER et al. (1996; Ver-
haltnis ca.1:7 bzw. 0:1). Die von ihnen beobachtete Verschiebung der relativen Haufigkeiten
zugunsten der g-Proteobakterien (Verhaltnis ca. 2:1 bzw. 6:1) konnte fur die Proben der
Chemostatexperimente nicht bestatigt werden. Hier waren die mittels CFU-Zahlung bestimm-
ten relativen Anteile sogar geringfugig niedriger (Verhaltnis 1:1.01).

Fur alle a-Proteobakterien gemeinsam war in den Chemostatexperimenten, ebenso, wie in
den zuvor genannten Studien von WAGNER et al. (1993), KAMPFER et al. (1996) und SIMEK et
al. (1997), kein signifikanter Unterschied zwischen den mit Hilfe von Direktzahlung und Plat-
tenzahlungen gewonnenen Ergebnissen der relativen Abundanzen nachzuweisen. Eine au-
Rerst markante Differenz war bei einzelner Betrachtung jedoch fiir das a-Proteobakterium
KB 16 zu beobachten, welches durch die CFU-Z&hlung mit z. T. wesentlich héheren relativen
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Abundanzen detektiert wurde, als mittels Durchflusszytometer. Dieses Missverhaltnis trat vor
allem in Treatments mit langen P-Pulsintervallen (3 4 d) auf, wenn gleichzeitig KB 20 durch-
flusszytometrisch in hoher relativer Haufigkeit nachgewiesen wurde. Eine Ursache hierflr
liegt daher sicherlich in der zuvor fur diesen Stamm diskutierten Diskrepanz, da eine Ver-
schiebung der Werte zu héherer relativer Haufigkeit eines Organismus automatisch zu nied-
rigeren Werte fur alle Gbrigen Organismus fihrt.

Ein weiterer Grund konnte eine vergleichsweise schlechtere Detektierbarkeit des Isolates
KB 16 durch das Durchflusszytometer sein. KB 16 gehorte zu den Stdmmen, die bei der Un-
tersuchung der relativen Detektierbarkeit des Cy3-Signals von markierten Reinkulturen einen
vergleichsweise niedrigen Wert aufwies (ca. 70 % gegeniber ca. 90 % im Durchschnitt).
Zwei der drei schlechter detektierbaren Stamme (KB 16 u. KB 33) zeichneten sich durch ver-
gleichsweise kleine Zellen aus, eine mogliche Erklarung fur die eingeschrénkte Detektierbar-
keit durch geringere Intensitat des Cy3-Signals.

Diese Beobachtungen legen nahe, dass in Kultursystemen, wie den Chemostaten, die in an-
deren Studien beobachtete taxonomische Verschiebung zwischen den Ergebnissen von Plat-
tenzéhlung und Direktzahlung nicht generell, wie angenommen (WAGNER et al. 1993; KAMPFER
et al. 1996), auf spezifischen funktionellen Unterschieden taxonomischer GroRgruppen be-
ruht. Erkennbar erst bei entsprechender taxonomischer Auflésung, sind vermutlich eher die
spezifischen Eigenschaften einzelner Stamme maRgebend, die sowohl physiologischer Natur
sein koénnen als auch methodenbedingt Auswirkungen auf ihre Detektierbarkeit haben kén-
nen.

Als Fazit der bisherigen Betrachtungen bezlglich der beiden auf die Chemostat-Lebensge-
meinschaften angewandten stammspezifischen Quantifizierungsmethoden kann also folgen-
de Annahme gelten:

Wahrend die CFU-Z&hlungen im wesentlichen nur die zum Zeitpunkt der Probennahme aktive
Population der Bakteriengemeinschaft erfasste, detektierte die Direktzahlung der stammspe-
zifisch immunfluoreszenzmarkierten Zellen die gesamte Population mit Individuen jedweden
physiologischen Zustandes und beleuchtete somit, eine potentielle Reversibilitdt physiologi-
scher Inaktivitat vorausgesetzt, das Rekrutierungspotential fir die aktiven Zellen.
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4.2 Stdrung und Diversitat

4.2.1 Einfluss des Storungsregimes auf die Zusammensetzung der Modell-
Bakteriengemeinschaft: Taxonomische und funktionelle Aspekte

Die Organismen, die als die nachsten Verwandten der 14, in den Chemostatexperimenten
eingesetzten Isolate ermittelt wurden, kénnen auf Grund ihrer in der Literatur beschriebenen
Herkunft als durchaus typische Vertreter einer planktischen SufRRwasserbakterienlebensge-
meinschaft angesehen werden. Ein Auftreten von urspringlich eher als terrestrisch klassifi-
zierten Organismen in Bakterioplanktonproben wird in diesem Zusammenhang als Ergebnis
von Einspillung aus benachbarten terrestrischen Habitaten bewertet (BAHR et al. 1996). Auf-
grund der durchgehend hohen genetischen Ahnlichkeit mit den Versuchsisolaten in Bezug
auf das 16S-rRNA-Molekul ist es daher wahrscheinlich, das auch die Versuchsorganismen fur
eine Sulwasserbakterioplanktongemeinschaft nicht untypisch sind. Die finf taxonomischen
Grol3gruppen, denen die Isolate angehoren, sind ebenfalls typisch fur planktische Bakterien-
gemeinschaften. Sequenzanalytische Untersuchungen von Bakterioplankton verschiedener
limnischer Habitate zeigten, dass diese funf Grofitaxa Ublicherweise zwischen 50 % und
80 % aller Planktonbakterien stellen (METHE et al. 1998). Die proportionale Zusammenset-
zung der Inokula spiegelte dagegen nicht die flr StRgewasser typischen Verhaltnisse wider,
was aufgrund der Art der Zusammenstellung auch nicht anders zu erwarten war. Alle Grup-
pen waren gleich stark vertreten (im Mittel 20 % + 3 % s.e.). Im SuRwasser dominieren im
allgemeinen jedoch die b-Proteobakterien (METHE et al. 1998; GLOCKNER et al. 1999), wahrend
die anderen Grofitaxa vergleichsweise selten detektiert werden. Sequenzanalytischen Studien
zufolge zahlen die a-Proteobakterien nach den b-Proteobakterien jedoch zu den am haufig-
sten detektierten Planktonbakterien (METHE et al. 1998). Dieser Trend war, insgesamt be-
trachtet, auch kennzeichnend fur die taxonomische Zusammensetzung der Chemostat-
Lebensgemeinschaften.

Taxonomische Trends, die in Abhangigkeit von der Intervalldauer zwischen den P-Pulsen als
signifikant fur ein GroflRtaxon detektiert wurden, erwiesen sich vorwiegend als stammspezi-
fisch bedingtes Phanomen. Auch zeigten die als funktionelle Gilden zusammengefassten Iso-
late keine einheitliche Struktur, was ihre jeweilige Zugehorigkeit zu den finf vertretenen
GroRtaxa betraf. Bis zu drei verschiedene taxonomische Gro3gruppen konnten in einer Gilde
vertreten sein. Ohne eine entsprechende taxonomische Auflosung bzw. néahere funktionelle
Charakterisierung ist demnach von einer begrenzten Aussagekraft der in vielen Studien ge-
machten verallgemeinerten Angaben in Bezug auf die entsprechenden Grof3taxa auszugehen.
Als eine geeignete verallgemeinernde Betrachtungsebene, die Uber die rein taxonomische
Beschreibung der Verdnderungen der Zusammensetzung der Chemostat-Lebensgemein-
schaften durch unterschiedliche Stérungsregimes hinausgeht, wurde daher die funktionelle
Struktur der Lebensgemeinschaften im Hinblick auf die stammspezifische minimale Generati-
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onszeit gmin angesehen. Als Ausdruck einer spezifischen Wachstumsstrategie der Isolate ist
dieser Parameter auch geeignet, Hinweise auf die Mechanismen zu geben, die den Verande-
rungen der Lebensgemeinschaften zugrunde liegen.

In einem System, wie den Chemostaten, in dem die ,Mortalitat” der kultivierten Organismen
durch eine konstante Auswaschungsrate bestimmt ist, werden vor allem die Organismen aus
dem Kulturgefal? entfernt, die kein Wachstum oder eine Wachstumsrate kleiner als die Aus-
waschungsrate aufweisen. Eine vollstandige Entfernung von bestimmten Organismen aus der
Lebensgemeinschaft ist demnach ein Prozess, der eine gewisse Zeit in Anspruch nimmt, bei
fehlendem Wachstum jedoch exponentiell entsprechend der Durchflussrate des Chemostaten
verlauft. Bei diskontinuierlicher Versorgung mit der limitierenden Ressource sind daher ver-
schiedene Strategien denkbar, die ein Uberdauern der Zeitraume ohne Nachschub der limi-
tierenden Ressourcen und somit ein Verbleiben im System ermdglichen (SOMMER 1985; GAE-
DEKE & SOMMER 1986): Die ,Fast Growers” monopolisieren mit Hilfe hoher Substrataufnahme-
geschwindigkeiten grol3e Teile der vorribergehend zur Verfigung stehenden Ressource und
setzen diese mit Hilfe von hohen Wachstumsraten in hohe Populationsdichten um. In Phasen
ohne Wachstum konnen die vorher erreichten hohen Dichten die Verluste durch Auswa-
schung kompensieren. Die ,Storage Specialists” sind ebenfalls in der Lage, schnell gro3e
Mengen des limitierenden Substrates aufzunehmen, entkoppeln aber bis zu einem gewissen
Grad die Aufnahme und das Wachstum. So ist es ihnen mdglich, positive Nettowachstums-
raten Uber intern gespeicherte Substrate aufrecht zu erhalten, wenn dies die externe Sub-
stratverfuigbarkeit nicht mehr zuléasst. Die Strategie der ,Affinity Specialists” besteht darin,
dass ihre maximale Wachstumsrate zwar im Vergleich zu anderen Organismen sehr niedrig
ist, sie aber eine so hohe Affinitat fur die Aufnahme des Substrates besitzen, dass sie ein
Wachstum auch noch bei sehr niedrigen externen Substratkonzentrationen aufrecht erhalten
konnen. Dass prinzipiell vergleichbare Strategien auch fur planktische Bakterien speziell in
Hinblick auf Phosphor als limitierende Ressource existieren, konnte VADSTEIN (1998) durch
eine detaillierte Untersuchung wachstums- und substrataufnahmekinetischer Parameter an
zwei SURwasserisolaten bestatigen. Wahrend die Fast Growers im r-K-Kontinuum (LAMPERT &
SOMMER 1993) eher als r-Strategen zu bezeichnen sind, reprasentieren Storage und Affinity
Specialists eher den Aspekt der K-Strategie.

Unterschiede in der Zusammensetzung der P-limitierten Chemostat-Lebensgemeinschaften in
Abhéngigkeit von der P-Pulsintervalllange der Treatments lassen also erwarten, dass die ver-
schiedenen Treatments die moglichen Strategien in unterschiedlicher Weise fordern.

Als eindeutiger Hinweis, dass die Entwicklung der Bakteriengemeinschaften in den Chemo-
staten in der Tat mafRgeblich durch P-Limitation und die diskontinuierlich in Pulsen verab-
reichte Ressource P gesteuert war, kénnen die Abundanzschwankungen sowohl der CFU als
auch der Gesamtzellzahl gewertet werden, da sie, wenn es das Probennahmeraster zulieR3,
offensichtlich das zeitliche Muster der P-Pulse widerspiegelten. Es kann davon ausgegangen
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werden, dass der pulsartig zugefiigte Phosphor innerhalb kurzer Zeit (£ 24 h, SHAFIK et al.
1998) praktisch vollstandig von den Organismen aufgenommen wurde. Bei Pulsintervalllan-
gen > 1 d stand diese Ressource zwischen zwei Pulsen, wenn tberhaupt, also nur in duerst
geringen Konzentrationen zur Verfigung. Substratmangelstress war folglich umso ausge-
pragter, je langer die Dauer des P-Pulsintervalls war.

Am Endpunkt der Experimente (nach mindestens 3 Pulszyklen flr jedes Treatment) zeigten
die Bakterioplanktongemeinschaften der Chemostatexperimente in Abhangigkeit von der P-
Pulsintervalllange der diskontinuierlichen P-Zufuhr deutliche Unterschiede in ihrer Zusam-
mensetzung.

Die Ergebnisse beider zur Quantifizierung der Isolate verwendeten Methoden stimmten inso-
weit Uberein, dass sie fur beide Pole des Stoérungsgradienten (0.5 d, 1 d und 3 4 d) jeweils
nur eine Gruppe von Spezialisten als die dominante detektierten, fiir ein mittellanges Inter-
vall (ca. 2 d) dagegen eine Koexistenz von mindestens zwei funktionellen Gruppen zu beob-
achten war. Wahrend beide Methoden jedoch Ubereinstimmend die Lebensgemeinschaften
der Treatments mit kurzen Pulsintervallen (0.5 d, 1 d) als weitgehend von schnellwiichsigen
Stammen (Gilde G 1) dominiert charakterisierten, wichen ihre Ergebnisse bei zunehmender
Intervalllange voneinander ab: Die Quantifizierung kultivierbarer Zellen dokumentierte bei
ansteigenden Pulsintervalllangen vor allem eine signifikante Zunahme der relativen H&aufig-
keit langsam wachsender Stamme (Gilde GlIl), die Zahlung aller vorhandenen Zellen wies
bei Pulsintervalllangen 3 4 d dagegen erneut auf eine Dominanz schnellwachsender G-I-Or-
ganismen hin. Eine tendenziell erhéhte relative Abundanz einer dritten funktionellen Gruppe
von mittelschnell wachsenden Bakterienstammen (Gilde G 11) bei mittellangen Pulsintervallen
(2 d) wird nur durch die Ergebnisse der CFU-Zahlung gesttitzt.

Eindeutig belegt scheint demnach nur zu sein, dass die Strategie der Fast Growers vor allem
in Treatments mit kurzen Pulsintervallen erfolgreich ist und zu einer Dominanz dieser Orga-
nismentypen fuhrt. Werden die Unterschiede in den Ergebnissen jedoch dahingehend inter-
pretiert, dass die durch Kultivierung auf Agarplatten erfassten Zellen vor allem den physiolo-
gisch aktiven Teil der Gesamtpopulation widerspiegeln (vergl. 4.1), erschliellen sich zusatzli-
che Hinweise auf unterschiedliche Strategien, die den Organismen bei langeren Pulsinterval-
len im Umgang mit der zeitlich heterogenen Ressourcenversorgung zur Verfigung standen.

Eine zunehmende relative Haufigkeit von G-I11-Organismen bei zunehmender Intervalllange
zwischen den P-Pulsen, wie sie die Ergebnisse der CFU-Zahlung aufzeigen, kann als ein Indiz
fur die Prasenz von zwei moéglichen Strategien gewertet werden, die ein Minimum an Aktivi-
tat (und somit Kultivierbarkeit) trotz wachsendem Substratmangelstress ermdglichen: Affinity
Specialists kdnnten bei geringster Substratverfiigbarkeit Wachstumsraten aufrecht erhalten,
die zumindest die Verluste durch Auswaschung ausgleichen, wahrend Storage Specialists
eine Wachstumsaktivitat Gber intern gespeicherte Ressourcenvorrate des zuletzt verabreich-
ten Pulses aufrechterhalten.
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Die zunehmende durch die CFU-Z&hlung belegte Dominanz von G 11l in Treatments mit zu-
nehmender P-Pulsintervalldauer war vor allem auf die Gegenwart des Isolates KB 16 zurlick-
zufuhren. Dieses Isolat wies in der phylogenetischen Analyse eine hohe Sequenzahnlichkeit
mit den Organismen Brevundimonas aurantiaca (98.4 %) und B. vesicularis (97.9 %) auf
und lag, was fur Arten dieser Gattung typisch ist, innerhalb des Caulobacter-Clusters
(ABRAHAM et al. 1999; SLy et al. 1999). Die Vertreter der Gattung Caulobacter (im engeren
Sinn ausschlieBlich auf StuRwasserorganismen bezogen) gelten als typische Bewohner oli-
gotropher Habitate (ABRAHAM et al. 1999) und auch B. vesicularis wurde vor allem aus nahr-
stoffarmen Umgebungen isoliert (z. B. VACHEE et al. 1997; JAYASEKARA et al. 1998; ABRAHAM et
al. 1999; JAYASEKARA et al. 1999). Es ist daher durchaus wahrscheinlich, dass KB 16 als ein
Vertreter der Affinity Specialists, moglicherweise auch als Storage Specialist, in jedem Fall
jedoch als ein Spezialist fir Substratmangelsituationen angesehen werden kann. Dieser
Stamm wies auflerdem bei mikroskopischer Inspektion die beiden unterschiedlichen Zellty-
pen auf, die fir den obligaten dimorphen Zellzyklus vieler Vertreter dieser taxonomischen
Gruppe typisch sind (ABRAHAM et al. 1999): einen gestielten Zelltyp, der sessil und aus-
schlieBlich fir die Reproduktion verantwortlich ist und nicht-reproduktive, begeiRelte
Schwarmerzellen. Besonders ausgepragt ist die Ausbildung des Zellstieles (Prostheca) unter
P-Mangel. Sie wird als eine spezielle Anpassung betrachtet, die Gber die Erhéhung des Ober-
flachen-/Volumenverhaltnisses die Effektivitdt der P-Aufnahme steigern soll (GONIN et al.
1999); KB 16 ist demnach wahrscheinlich als Affinity Specialist anzusehen. Einen direkten
Hinweis, inwieweit dieses Isolat auch auf die Speicherung von Phosphor spezialisiert ist, gibt
es nicht; KAWAHARASAKI et al. (1999) konnten in Klarschlamm jedoch, neben der Gruppe der
grampositiven Bakterien mit hohem G+C-Gehalt, nur fir a-Proteobakterien Polyphos-
phatspeicherung nachweisen, nicht jedoch fur die zahlenmaRig dominanten b-Proteobakte-
rien und seltenen g-Proteobakterien.

Die halb sessile Lebensweise von KB 16 mit der Méglichkeit zur Rekolonisation des gesamten
Kulturvolumens bietet diesem Organismus aul3erdem ein Refugium vor der Auswaschung aus
dem Chemostatsystem, was seine Anreicherung bei zunehmendem Substratmangel plausibel
macht. Anheftung an die Oberflachen des Kulturgeféales und mdgliche Rekolonisation des
Kulturvolumens erklart auch, warum Organismen, deren minimale Generationszeit als > 1 d
bestimmt wurde (alle Vertreter von G 111) sich in Chemostaten halten kénnen, deren Durch-
flussrate ca. 0.69 d* betragt und theoretisch somit nur eine Prasenz von Organismen mit gmin
£ 1 d zulassen.

G-1-Organismen waren, wie durch die Immunofluoreszenzmarkierung gezeigt wurde, auch in
den Treatments mit lAngeren Pulsintervallen (3 4 d) abundant in den Lebensgemeinschaften
vorhanden. Wird die Kultivierbarkeit als ein MaR fir die physiologische Aktivitat der Bakteri-
enzellen in den Chemostatkulturen gedeutet, bedeutete ihre mangelnde Kultivierbarkeit je-
doch, dass sie aufgrund von Stress durch Substratmangel am Ende des Pulszyklus zum gro-
Ren Teil nicht aktiv waren. Unterstutzt wird dies durch die Tatsache, dass der relative Anteil
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der Ghosts des Isolates KB 20, dessen Abundanz am starksten mit der Abundanz von G |
korreliert war, in den Treatments 3 4 d signifikant gegenliiber Treatments mit kirzeren P-
Pulsintervallen erhoht war und dieses Isolat von den abundanten Stammen gleichzeitig die
schlechteste Kultivierbarkeit in diesen Treatments aufwies. Die deutliche Zunahme kultivier-
barer (= aktiver) Zellen, die nach der Gabe von P-Pulsen in einem 4-d- und zwei 8-d-Treat-
ments zu beobachten war, rekrutierte sich jedoch vor allem aus den Gilden der schnellwiich-
sigen und mittelschnellwachsenden Organismen. Dies bedeutet, dass entweder der Zustand
der Inaktivitat reversibel war oder die Rekrutierung auf einen sehr geringen Teil akti-
ver/lebensféhiger Zellen dieser Gilden zurtickging. Eine mégliche Strategie, in Treatments mit
langer andauernden Intervallen zwischen Pulsen der limitierenden Ressource zu tberdauern,
scheint also ein ,Refugium” aus hohen Abundanzen zu sein, das die Fast Growers unmittel-
bar nach einer pulsartigen Substratzufuhr aufbauen. Dies verhindert, dass die betreffenden
Organismen, trotz Stagnation des Wachstums, vollstandig ausgewaschen werden und so ein
Potential rekolonisierungsfahiger Zellen bis zum Auftreten des nachsten Ressourcenpulses
vorhanden ist.

Fir ein ,,Uberleben” der Organismen in Treatments mit langen Pulsintervallen (3 4 d) gab es
demnach nicht nur eine mdgliche erfolgreiche Strategie. Sowohl G-I11-Organismen mit lang-
samem Wachstum und vermutlich hoher Affinitat fur Phosphor bzw. P-Speicherkapazitat (Af-
finity bzw. Storage Specialists) als auch Vertreter von G | (Fast Growers) war ein Verbleiben
im Chemostatsystem bis zum néachsten Ressourcenpuls moglich. ZahlenmaRig dominierten in
diesen Treatments an den Endpunkten der Sukzession zwischen den P-Pulsen die G-1-Orga-
nismen, typische r-Strategen. Die metabolische Aktivitat der Bakteriengemeinschaften wurde
zu diesen Zeitpunkten vermutlich jedoch von G-Ill1-Organismen, Vertretern der K-Strategie,
dominiert.

Die Tatsache, dass sich die funktionelle Struktur der Bakteriengemeinschaften beziiglich ihrer
Wachstumstypen in Abhangigkeit von der Intervalldauer zwischen den P-Pulsen veranderte,
liefert eine klare Bestatigung von Konkurrenz um die limitierende Ressource als einen
grundlegenden Mechanismus, der fir die Veranderungen der taxonomischen Zusammenset-
zung und somit der Diversitat in den Chemostat-Modell-Lebensgemeinschaften verantwort-
lich war. Somit wird auch der diskrete Wechsel der Konkurrenzbedingungen, der durch die
pulsartige P-Zufuhr erreicht wurde, als maligebliche Storung identifiziert, die Unterschiede in
der Diversitat dieser Lebensgemeinschaften erzeugte.

Das beobachtete Muster der funktionellen Strukturveranderung der Chemostat-Lebensge-
meinschaften, wie es insbesondere durch die Untersuchung der als metabolisch aktiv bewer-
teten Bakterien belegt ist, stimmt mit dem von der IDH als Grund fir stérungsregimebe-
dingte Diversitatsanderungen angenommenen tberein. CONNELL (1978), der die funktionellen
Organismengruppen im Hinblick auf ihr charakteristisches Auftreten im Ablauf von Sukzes-

sionen bewertet, beschreibt eine Dominanz von Kolonisierungsspezialisten mit kurzen Gene-
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rationszeiten fur haufig gestorte und ein Vorherrschen von klimaxtypischen Organismen mit
hoher Effizienz in der Konkurrenz um limitierende Ressourcen bzw. Resistenz gegen Abster-
ben fur selten gestorte Lebensgemeinschaften. Bei mittlerer Stérungshaufigkeit kénnen Ver-
treter beider Strategien koexistieren und eine Rekrutierung zusatzlicher Organismentypen,
die keinen der beiden Gegenpole verkorpern, ist moglich (CONNELL 1978). Die durch Immun-
fluoreszenz belegte abundante Persistenz von schnellwiichsigen G-1-Organismen auch bei
langen Storungsintervallen belegt dabei den interessanten Aspekt, dass eine Resistenz gegen
Mortalitat (im Chemostaten Eliminierung aus dem System), die typischerweise mit spaten
Sukzessionsstadien und K-Strategen assoziiert wird, durchaus auch mit Hilfe einer ,klassi-
schen” r-Strategie erreicht werden kann.

Wahrend Beschreibungen von einer Anderung der taxonomischen Zusammensetzung von
Lebensgemeinschaften im Zusammenhang mit Stérungen zahlreich sind, gibt es vergleichs-
weise wenige Studien, die Uber eine funktionelle Charakterisierung der untersuchten Orga-
nismen direkte Anhaltspunkte fur die zugrunde liegenden Mechanismen von Diversitatsver-
anderungen liefern kénnen. Viele Studien dieser Art stammen aus dem Bereich der limni-
schen Okologie.

So konnte SOMMER (1985) die Unterschiede der Artenzusammensetzung und Diversitat von
Phytoplanktongemeinschaften in Chemostaten mit gepulster und kontinuierlicher P-Zufuhr
durch die in einer zuvor durchgefihrten Studie erfolgte Charakterisierung der Algen hinsicht-
lich ihrer wachstumskinetischen Parameter und ihre dadurch verkdrperten unterschiedlichen
Konkurrenzstrategien erklaren. FLODER (1999) untersuchte natirliche Phytoplanktongemein-
schaften in Mesokosmen, die mit unterschiedlicher Frequenz kinstlich durchmischt wurden,
bezuglich der mdglichen vertikalen Mobilitéat der Phytoplankter und beobachtete eine signifi-
kante positive Korrelation von Mobilitat mit zunehmender Durchmischungshéaufigkeit. Mobili-
tat als Strategie, durchmischungsbedingte Lichtlimitation zu vermeiden, wurde als eine der
moglichen Ursachen interpretiert, die fur die Unterschiede der Phytoplanktonzusammenset-
zung in den unterschiedlichen Durchmischungs-Treatments verantwortlich war. In Anlehnung
an die Ubertragung des Konzeptes der terrestrischen Sukzession auf Phytoplanktongemein-
schaften von REYNOLDS (1988) ordneten BARBIERO et al. (1999) bestimmten Phytoplanktonas-
soziationen unter Berlcksichtigung von Langzeitbeobachtungen des von ihnen untersuchten
Gewassers fixe Positionen in der Sukzessionsentwicklung (durch Zahlen gekennzeichnete
~Sukzessionstage”) zu. Bei der Analyse von sukzessionalen Entwicklungen und Diversitatsan-
derungen des Phytoplanktons nach Sturmereignissen konnten sie auf diese Weise feststellen,
dass, unabhdngig vom jahreszeitlichen Auftreten der Stirme, die Arten, die zur Diversi-
tatserhéhung nach solchen Ereignissen beitrugen, nur flr eine begrenzte Sukzessionsphase
(Ende Mai-Anfang Juli in gemaRigten Breiten) typisch sind. Diese Beobachtung verdeutlicht,
dass der Effekt von Stérungen nicht generell in der Zurlcksetzung des normalen Sukzessi-
onsablaufes besteht, sondern dass ganz spezielle funktionelle Organismentypen, die eine
ganz bestimmte Sukzessionsphase kennzeichnen, selektiv profitierten.
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Eine Charakterisierung von Zooplanktonorganismen hinsichtlich der Geschwindigkeit, mit der
sie in der Lage sind, Abundanzmaxima ihrer Populationen aufzubauen (population develop-
ment period, PDP), wurde von ECKERT & WALz (1998) vorgenommen. Abundantes Auftreten
von Zooplanktern mit kurzen PDP (Rotatorien) war korreliert mit Phasen haufig auftretender
starker Windereignisse (Windgeschwindigkeiten > 2.5 m s, keine dauerhafte Etablierung
einer Thermokline), wéhrend hohe Cladocerenabundanzen, Organismen mit vergleichsweise
langeren PDP, mit Phasen seltener starkerer Windereignisse (stabile Thermokline) gekoppelt
war. Zwischen windbedingten Stérungsereignissen war eine Sukzessionsabfolge von Orga-
nismen mit kurzen PDP hin zu solchen mit langeren PDP zu beobachten. Diese Beobachtung
lasst darauf schliel}en, dass auch fur Zooplankter, die eine hohere trophische Ebenen als
Primarproduzenten reprasentieren, unterschiedliche Strategien im Umgang mit stérungsbe-
dingter diskontinuierlicher Ressourcenverfiigbarkeit existieren, die unterschiedliche Pole des
r-K-Spektrums reflektieren.

Einen Eindruck von der Komplexitat moglicher Strategien Uber das Konzept des r-K-Kontinu-
ums hinaus, die die meist komplexen Auswirkungen natirlicher Stérungen berlcksichtigt,
geben die Studien von BIGGS et al., die unterschiedlich stark von Uberflutungsereignissen
betroffene Bachperiphytongemeinschaften untersuchten (BIGGS et al. 1998 A; BIGGS et al.
1998 B). Um den Interaktionen von Ressourcenverfligbarkeit und stérungsbedingter Beein-
trachtigung der Organismen sowie Interaktionen verschiedener Storungen (hier Scherstress
bzw. Auswaschung durch Flutereignisse und Grazing) Rechnung zu tragen, entwickelten sie
in Anlehnung an GRIMES C-S-R-Konzept (competitive ability, stress tolerance, ruderal stra-
tegy; GRIME 1977) fur Konkurrenzstrategien in terrestrischen Sukzessionen ein mehrdimen-
sionales Matrix-Modell. Die anhand dieses Habitat-Matrix-Modells vorgenommene funktio-
nelle Klassifizierung der Periphytonorganismen erwies sich als sehr gut geeignet, die Zu-
sammensetzung und Diversitat der Organismengemeinschaften der unterschiedlichen Stand-
orte zu deuten.

In Ubereinstimmung mit CONNELLS (1978) Annahmen bestéatigen die genannten Studien, dass
die funktionellen Eigenschaften von Organismen, die die Zusammensetzung von Lebensge-
meinschaften unter dem Einfluss von Storungsregimes bestimmen, zum einen in der Kon-
kurrenzfahigkeit um limitierende Ressourcen entweder durch schnelles Populationswachstum
oder hoher Effizienz in der Ressourcennutzung, zum anderen in der Resistenz gegen Schadi-
gung durch Stérung bestehen.

Belege fur funktionelle Veranderungen von Bakterioplanktongemeinschaften gibt es vor allem
im Zusammenhang mit Fral’druck durch andere Planktonorganismen. So fuhrt die Présenz
von bakterivoren Protozoen (SIMEK et al. 1997; HAHN & HOFLE 1998; HAHN & HOFLE 1999; SI-
MEK et al. 1999), aber auch die von Metazoen (JURGENS 1994; JURGENS et al. 1999), zu deutli-
chen Veranderungen der morphologischen Struktur des Bakterioplanktons. Als Strategien der
FraRresistenz in dieser Hinsicht erwiesen sich kleinste oder vergleichsweise grof3e Zellen bzw.
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komplexe Wuchsformen. Auch scheint die Fahigkeit, hohe Wachstumsraten zum Ausgleich
fur hohe Mortalitatsraten zu entwickeln, als Strategie zu existieren (PERNTHALER et al. 1997;
SIMEK et al. 1997). Aber auch andere Resistenzstrategien sind als wahrscheinlich anzuneh-
men. Einen ausfiihrlichen Uberblick zu diesem Thema geben JURGENS & GUDE (1994). Expe-
rimente mit kontrollierter Zusammensetzung der untersuchten Modellgemeinschaften (HAHN
& HOFLE 1998; HAHN & HOFLE 1999) und Untersuchungen mit groRtaxonspezifischen Oligonu-
kleotidsonden (PERNTHALER et al. 1997; SIMEK et al. 1997; JURGENS et al. 1999; SIMEK et al.
1999) weisen darauf hin, dass bei den beobachteten morphologischen Veranderungen taxo-
nomische Verschiebungen in der Lebensgemeinschaft eine Rolle spielen. Generell ist davon
auszugehen, dass selektive Pradation ein grundlegender Mechanismus ist, der Bakte-
riendiversitat beeinflusst. Das Ausmall pradationsbedingter Diversitatsanderungen konnte
aufgrund der Schwierigkeiten, Bakteriendiversitdt zu messen, bisher jedoch noch nicht er-
fasst werden.

Studien, die zeigen kénnen, dass eine Koexistenz von aquatischen Bakterien bei diskontinu-
ierlicher Ressourcenzufuhr auf unterschiedlichen Konkurrenzstrategien beruht und somit
auch die zuvor fur andere Systeme diskutierten Mechanismen fir Diversitadtsdnderungen in
Bakteriengemeinschaften in Frage kommen, gibt es bisher kaum. Sie beschranken sich auf
Modellgemeinschaften geringer Komplexitat (jeweils nur zwei der getesteten Stamme in Ko-
kultur) und wurden, mit einer Ausnahme (KURIHARA et al. 1990), unter intensiven Kulturbe-
dingungen (hohe Temperaturen von 35 - 37 °C und hohe Chemostatdurchflussraten im Be-
reich von Stunden) durchgefihrt (LEEGWATER 1983; VAN DER HOEVEN et al. 1985), die den Be-
dingungen in natirlichen aquatischen Habitaten wenig vergleichbar sind. VAN DER HOEVEN
et al. (1985) konnten zeigen, dass sich die Konkurrenzfahigkeit von drei verschiedenen, in
Chemostaten kokultivierten Streptococcus-Stammen veranderte, je nachdem, ob das limitie-
rende Substrat Glucose kontinuierlich oder gepulst verabreicht wurde. Dauerhafte Koexistenz
zweier Stamme konnte nur unter gepulster Substratzufuhr erreicht werden. Als Ursachen fir
diesen Befund konnten Unterschiede der drei getesteten Stamme sowohl bezuglich ihrer
Substrataffinitdt als auch der maximalen Aufnahmerate identifiziert werden. Zu &hnlichen
Ergebnissen kam LEEGWATER (1983), die, ebenfalls in Chemostaten, die Konkurrenzfahigkeit
von Klebsiella aerogenes, Escherichia coli und Bacillus subtilis bei kontinuierlicher bzw. ge-
pulster Glucosezufuhr testete.

Die Verschiebung der Konkurrenzfahigkeit bzw. Koexistenz von planktischen Bakterien durch
diskontinuierliche Substratzufuhr ist, abgesehen von Untersuchungen zur Konkurrenz zwi-
schen Phyto- und Bakterioplankton (z. B. ROTHHAUPT & GUDE 1992; SHAFIK et al. 1998), nur
durch die Studie von KURIHARA et al. (1990) belegt. Sie erreichten durch serielle Verdin-
nungsschritte im Abstand von drei Tagen fir unterschiedliche Kombinationen von je zwei
Bakterienstiammen von insgesamt vier getesteten Isolaten aus gemischten aquatischen
Langzeitkulturen eine dauerhafte Koexistenz in statischen Kulturen. Wurde ein kirzerer Ver-
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dinnungsabstand (12 h) gewahlt, war nach einigen Verdlinnungsschritten nur noch ein
Stamm in der Kultur nachzuweisen. KURIHARA et al. identifizierten nicht, wie zuvor beschrie-
ben, unterschiedliche stammspezifische Strategien, sondern konnten fir jeden Stamm ein-
zeln einen ,Trade off” zwischen der spezifischen Wachstumsrate r und der erreichten Satti-
gungszellkonzentration K nachweisen, der, je nach Kombination der koexistierenden Stam-
me, unterschiedlich stark ausgepragt war.

In der vorliegenden Arbeit war die wachstumskinetische Charakterisierung der verwendeten
Versuchsorganismen nicht so detailliert, wie in den zuvor fur Bakterien diskutierten Studien.
Die Bestimmung des Parameters gnin erlaubte jedoch eine klare funktionelle Klassifizierung,
die auf eine Vergleichbarkeit der durch diese Studien unter Bedingungen diskontinuierlicher
Ressourcenverfugbarkeit identifizierten Konkurrenzstrategien und Mechanismen fir Artenver-
schiebungen schlieBen lasst. Diese Arbeit ist somit bisher die einzige Studie, die eine Veran-
derung der Diversitat durch eine stérungsbedingt erleichterte Koexistenz fir eine Lebensge-
meinschaft natdrlicher Bakterioplanktonorganismen nachweisen konnte, deren Komplexitat
Uber ein 2-Arten-System deutlich hinausgeht.

4.2.2 Einfluss des Storungsregimes auf die Diversitat: Relevanz von Beob-
achtungsparameter und Beobachtungsskalen

4.2.2.1 Adaquate Beobachtungsparameter und Beobachtungszeitraume

Um zu untersuchen, ob das Auftreten von unimodalen Diversitatsmustern im Sinne der IDH,
sowohl in Abhangigkeit von der Storungshaufigkeit als auch im Verlauf der Sukzession zwi-
schen zwei Stérungen, fur die experimentellen Chemostat-Modellsysteme nachzuweisen war,
wurden unterschiedliche Diversitatsparameter herangezogen: Die Artenzahl S, die von Con-
nell bei der Formulierung der IDH in seinen Belegstudien herangezogen wurde, zwei Derivate
von Simpsons Diversitatsindex D, die neben der Artenzahl die Evenness berucksichtigen
(1/D, 1-D) und der taxonomische Diversitatsindex D, der die durch 1-D beschriebene Diver-
sitat mit der Information tber die durchschnittliche phylogenetische Distanz der Organismen
einer Lebensgemeinschaft verbindet.

Die beobachteten Diversitdtsmuster waren fir die verschiedenen Diversitatsparameter nicht
einheitlich. Auch waren unterschiedliche Trends zu beobachten, je nachdem, zu welchem
Zeitpunkt des Experimentes das experimentelle System betrachtet wurde.

Wahrend der Parameter S zu Beginn, nach einem Intervallzyklus, der auch die Treatments
mit den beiden langsten P-Pulsintervallen einschloss, einen signifikanten unimodalen Trend
aufwies, verlor sich dieser Trend im weiteren experimentellen Verlauf. Am Endpunkt des Ex-
perimentes war flr S Ubereinstimmend durch keine der beiden zur stammspezifischen Quan-
tifizierung der Isolate verwendeten Methoden eine signifikante Beziehung zur Stérungshau-

figkeit nachzuweisen, weder linear noch unimodal.
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Anders verhielt sich dies flr die anderen Diversitatsparameter, die neben der Artenzahl auch
die Artenabundanzverteilung bertcksichtigen. Wahrend 1/D, 1-D und D am Ende des Expe-
rimentes eine deutliche unimodale Antwort in Abhangigkeit von der Storungshéaufigkeit zeig-
ten, war dieser Trend vor diesem Zeitpunkt nicht nachzuweisen. Wurden signifikante Trends
detektiert, handelte es sich um positive lineare Korrelationen des jeweiligen Diversitatspara-
meters mit der Storungsintervalllange. Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Zahlung
immunfluoreszenzmarkierter Zellen und der CFU-Z&ahlung stimmten grundsétzlich in den fir
diese Parameter beobachteten Trends Uberein; wahrend jedoch die mit Hilfe der CFU-Z&ah-
lung ermittelten unimodalen Funktionen am Versuchsendpunkt fir alle drei Indizes signifi-
kant waren, traf dies bei den Ergebnissen der Durchflusszytometerzahlung nur fur D zu.

Die Diskrepanz zwischen den durch S und den durch die Diversitatsindizes detektierten Di-
versitatsmustern spiegelte sich auch in den Relationen der verschiedenen Parameter unter-
einander wieder. Wahrend 1-D und D, als exemplarische Beispiele fur Diversitatsparameter
mit Richness- und Evenness-Komponente, eine starke positive Korrelation aufwiesen, war
keinerlei signifikante Beziehung fur S zu 1-D bzw. D zu beobachten.

In Bezug auf die Diversitatsentwicklung zwischen zwei Storungen, die anhand der Ergebnisse
der CFU-Zahlung fur vier Chemostat-Lebensgemeinschaften dokumentiert werden konnte,
waren die beobachteten Muster fur die drei betrachteten Parameter, S, 1-D, und D, jedoch
einheitlich. Far alle konnte ein signifikanter unimodaler Trend fir den letzten Stérungszyklus
nachgewiesen werden, wobei eine Verstarkung des Trends von S dber 1-D zu D zu verzeich-
nen war. Fur den Zyklus unmittelbar davor war kein derartiger unimodaler Verlauf der Diver-
sitdtsdnderung zu verzeichnen.

Ob unimodale Diversitatsmuster, wie sie die IDH postuliert, auch tatsachlich nachgewiesen
werden kénnen, scheint demnach davon abzuhangen, welcher Diversitatsparameter als Va-
riable untersucht wird, und zu welchem Zeitpunkt nach Etablierung einer Lebensgemein-
schaft bzw. nach wie vielen Stérungszyklen die Diversitat betrachtet wird.

Dies wirft zunachst die Frage auf, welche Relevanz die verschiedenen Parameter fir die
Kernaussagen der Hypothese haben. In den meisten Studien, die sich auf die IDH beziehen,
wird neben der Artenzahl mindestens noch ein weiterer Diversitatsparameter, der auch die
Dominanzstruktur der untersuchten Lebensgemeinschaften erfasst, in die Betrachtung einbe-
zogen. In den meisten Fallen handelt es sich hierbei um Shannon-Weavers H’, der sich als
bekanntester und am h&ufigsten verwendeter Diversitatsindex durchgesetzt hat (WASHINGTON
1984). Ebenso, wie in der vorliegenden Arbeit, erwiesen sich in vielen Féllen die Ergebnisse
beider Arten von Diversitdtsparametern in Bezug auf eine Bestatigung der IDH als nicht
Ubereinstimmend (z. B. ROBINSON & SANDGREN 1983; ARONSON & PRECHT 1995; DEATH &
WINTERBOURN 1995; FAYOLLE et al. 1998; PELTZER et al. 2000).

CONNELL selbst macht keine explizite Aussage dartber, wie Diversitat in bezug auf seine An-

nahmen am sinnvollsten zu quantifizieren ist. Er sieht die Artenzahl operational als einen
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»Indikator fur Diversitat [...], der fast immer eng mit Indizes korreliert ist, die auf der relati-
ven Abundanz der Arten basieren” (CONNELL 1978). SOMMER (1995) argumentiert, dass die
einzige korrekte Variable, um im Zusammenhang mit der IDH die Koexistenz von Arten zu
belegen, die Artenzahl sei, die keine starkere mathematische Gewichtung der haufigen ge-
geniber den seltenen Arten bewirkt. CONNELL jedoch sieht nicht in erster Linie Koexistenz als
Gegenstand seiner Betrachtung, sondern ,[Diversitat als] einen Aspekt der Struktur von Le-
bensgemeinschaft[en]” (CONNELL 1978). Da Konkurrenz, nach CONNELLS Ansicht ein grundle-
gender Mechanismus fur Diversitdtsanderungen, von den einzelnen Organismen einer Le-
bensgemeinschaft nicht nur inter- sondern auch intraspezifisch erfahren wird, ist die relative
Abundanz der Arten als wichtiges Charakteristikum der Struktur einer Lebensgemeinschaft
nicht zu vernachlassigen.

Die Ergebnisse der in dieser Arbeit durchgefihrten Rarefaktionsanalyse und Monte-Carlo-
Simulation demonstrieren zudem anschaulich, dass sich der Parameter Artenzahl in Abhén-
gigkeit vom Probenumfang als am wenigsten robust erweist, was durch andere Studien be-
statigt wird (LANDE 1996). Ob eine Antwort der Variable S im Sinne der IDH nachgewiesen
wird oder nicht, hangt somit unter Umstéanden von der Beprobungsintensitat ab (MACKEY &
CURRIE 1997; MACKEY & CURRIE 2000). Gestitzt wird diese Hypothese durch die Tatsache,
dass die Durchflusszytometerzahlung, die sich mit ca. 5000 pro Probe gezéhlten Individuen
durch sehr grolRe Probenumfange auszeichnete, durchgangig fir alle Treatments praktisch
alle im Inokulum eingesetzten Arten wiederfand. Dies stimmt mit der Beobachtung von
PADISAK (1992) Uberein, dass seltene Phytoplankter anhand Ublicher ProbengréRen oft nicht
durchgehend detektiert werden, aber dennoch im Phytoplankton vorhanden sind.

Die Bedeutung des Parameters Artenzahl liegt daher bei ausreichender Beprobungsintensitat
wohl in erster Linie in der Reflektion des Artenpotentials, das zur Rekrutierung zur Verfiigung
steht. Die Tatsache, dass die Diversitat fur die Chemostat-Lebensgemeinschaften in den
Storungszyklen, in deren Verlauf ein unimodales Diversitdtsmuster detektiert werden konnte,
kurz nach der Storung ein Niveau erreichte, welches anndhernd dem des urspriinglichen
Inokulums entsprach, unterstitzt diese Annahme.

Von den gebrauchlichen Diversitatsindizes, die neben der Artenzahl auch die Evenness der
Artenabundanzverteilung bertcksichtigen, weist der Index 1-D bei unterschiedlichen Abun-
danzverteilungen die groRte Robustheit in Bezug auf unterschiedliche Probengrof3en auf
(LANDE 1996; MOUILLOT & LEPRETRE 1999). Auch der taxonomische Diversitatsindex D zeichnet
sich auf Grund seiner mathematischen Ahnlichkeit zu 1-D durch statistische Robustheit aus
(CLARKE & WARWICK 1998). Dieser Befund wird durch die Ergebnisse der fur die Chemostat-
proben durchgefuihrten Monte-Carlo-Simulation bestétigt, in der die Indizes 1-D und D die
geringste Beeinflussung durch die Probengréile zeigten. Die effektive Artenzahl 1/D, die von
KReBS (1998) auf Grund der anschaulichen Dimension empfohlen wird, erwies sich dagegen
als starker von der Probengrofie beeinflusst.
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Die Variablen 1-D und D werden daher als adaquate Diversitatsparameter angesehen, um
storungsbedingte Diversitatsveranderungen in Lebensgemeinschaften zu untersuchen. Der
Ublicherweise in vielen Studien gebrauchte Shannon-Weaver-Index H’ wurde nicht verwen-
det, da er auf Grund seiner weniger robusten statistischen Eigenschaften als problematisch
gilt (LANDE 1996; MouILLOT & LEPRETRE 1999). Auch wird die Okologische Relevanz seiner
Charakterisierung einer Lebensgemeinschaft beziglich ihres Informationsgehaltes bezweifelt
(HURLBERT 1971; WASHINGTON 1984).

Bisher nur in wenigen Studien eingesetzt, ist fir den taxonomischen Diversitatsindex D noch
wenig bekannt, inwieweit seine Eigenschaften eine Detektion charakteristischer Unterschiede
in der taxonomischen Struktur und Diversitat von Lebensgemeinschaften erlauben. Ur-
spriinglich wurde der Index D von WARWICK & CLARKE (1995) entwickelt, um im Zusammen-
hang mit Umweltbelastung fir marine Benthoslebensgemeinschaften Strukturveranderungen
zu detektieren, die sich nicht in der Artenzahl und Artenabundanzverteilung wiederspiegeln.
Die zu Grunde liegende Annahme besteht darin, dass sich die genetische Struktur von Orga-
nismengemeinschaften ,instabiler’, Umweltstress ausgesetzter Habitate von denen stabiler
Habitate unterscheidet. Fir marine Nematoden konnten WARWICK & CLARKE (1998) zeigen,
dass unterschiedliche trophische Gilden ein charakteristischnes MaR an taxonomischer Ahn-
lichkeit aufwiesen und dass vor allem Gilden hoher taxonomischer Ahnlichkeit in von Abwas-
serbelastung bzw. starken Salinitatsschwankungen betroffenen Habitaten auftraten. Aus der
Tatsache, dass die physiologisch ungtinstigen Umweltbedingungen offensichtlich das mégli-
che taxonomische Spektrum begrenzen, schlossen sie, dass die taxonomische Diversitat als
MaR geeignet ist, habitatbedingte Selektionsmechanismen (6kologisch und evolutionéar) wie-
derzuspiegeln. Die Autoren, die zur Ermittlung der durchschnittlichen phylogenetischen Di-
stanz eine auf kladistischer Klassifizierung basierende Distanzgewichtung verwenden, be-
trachten in diesem Zusammenhang eine auf der Analyse genetischer Sequenzéhnlichkeit
beruhende Distanzgewichtung, wie in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrt, als ebenso geeig-
net (CLARKE & WARWICK 1998).

Wahrend WARWICK & CLARKE (1995) fur die Variable D in Abhangigkeit von Belastungsgra-
dienten eine Reaktion detektieren konnten, fur herkdmmliche Diversitatsparameter (S, H’)
jedoch keinen Trend beobachteten, ist in anderen Studien das Ergebnis diesbezlglich nicht
konsistent (SOMERFIELD et al. 1997; LARDICCI & Rossl 1998). In den Chemostat-Lebensge-
meinschaften war praktisch kein Unterschied fir die durch die beiden Parameter D und 1-D
detektierten Diversitatsmuster zu erkennen. Wie eine hochsignifikante, positive lineare Kor-
relation der beiden Parameter belegt, veréanderte sich die taxonomische Diversitat proportio-
nal zu Diversitatsanderungen, die durch 1-D detektiert wurden. Fur ein System mit kiinstlich
begrenztem taxonomischen Spektrum, wie den Chemostaten, ist eine spezifische Reaktion
des Index D vermutlich auch nicht zu erwarten. In natirlichen Systemen stellt diese Variable
moglicherweise jedoch durchaus einen Indikator fur funktionelle Diversitat dar. Bei der Ana-
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lyse von natirlichen Bakteriengemeinschaften, fir deren Organismen haufig genetische, je-
doch keine funktionellen Charakterisierungen vorliegen und eine Abgrenzung von taxonomi-
schen Einheiten oft auf operationalen Gesichtspunkten beruht (GooDFELLOW et al. 1997),
konnte dieser Parameter daher zur Diversitatsquantifizierung von Interesse sein.

Die unterschiedlichen Diversitatsmuster, die fir die Artenzahl und die drei Diversitatsindizes
zu unterschiedlichen Zeitpunkten im experimentellen Verlauf zu beobachten waren, belegen,
dass sich die Dominanzstruktur vor allem der Lebensgemeinschaften, die mittleren und lan-
gen Stoérungsintervallen ausgesetzt waren, mit der Fortdauer des Experimentes veranderte.
Wahrend zu Beginn vor allem die detektierbare Prdsenz von lIsolaten, deren relative Abun-
danz keine groRen Unterschiede aufwies, eine Rolle spielte, wurde am Endpunkt des Experi-
mentes in diesen Treatments das Diversitatsniveau vor allem durch deutliche Unterschiede in
der Abundanzverteilung einiger weniger Isolate bestimmt. Fir experimentelle Mikrokosmen,
die den Einfluss von diskontinuierlicher Ressourcenverfligbarkeit auf die Diversitat von Mo-
delllebensgemeinschaften untersuchen, scheint diese Entwicklung im experimentellen Verlauf
typisch zu sein (ROBINSON & SANDGREN 1983; GAEDEKE & SOMMER 1986; SOMMER 1995, siehe
auch HixoN & BROSTOFF 1983). In diesen Modellbkosystemen, in denen die Mortalitat der
Organismen experimentell reguliert wird, ist offensichtlich ein gewisser Zeitraum notwendig,
bis sich die Anzahl der effektiv die Diversitat beeinflussenden Arten und das durch die Sto-
rung erzeugte Diversitdtsmuster stabilisiert hat. Inwieweit diese ,Metasukzession” fir die
Wahl des Untersuchungszeitpunktes auch in natirlichen Systemen relevant ist, hangt davon
ab, ob die Studie die integrierte Wirkung vieler Stérungsereignisse, die das fur das unter-
suchte Habitat kennzeichnende Storungsregime représentieren, oder die Auswirkung einzel-
ner Stérungsereignisse bzw. die Wirkung eines veranderten Storungsregimes erfassen soll.
Die Ergebnisse des Chemostatexperimentes deuten darauf hin, dass ein Zeitraum von ca.
15-20 Generationszeiten und mindestens drei Storungszyklen erforderlich sind, um das
durch ein bestimmtes Stérungsregime erzeugte charakteristische Diversitatsmuster zu erfas-
sen.

Studien, die sich ganz allgemein auf den von der IDH postulierten Zusammenhang zwischen
Storungshaufigkeit und Diversitat beziehen und die IDH durch die beobachteten Diversitats-
muster bestétigt sehen, sind zahlreich. Die Zahl der Studien, die, wie die vorliegende Arbeit,
die Gultigkeit der IDH einem direkten Test unterziehen, ist dagegen deutlich geringer. Vor-
aussetzung flir einen adaquaten Test ist zum einen eine Quantifizierbarkeit von Stérungs-
haufigkeit, entweder durch experimentelle Kontrolle des Storungsregimes oder durch ein
geeignetes Quantifizierungsmal fur die Haufigkeit natirlicher Stérungsereignisse. Zum an-
deren sollte eine statistische Auswertung eine klare Aussage darlber erlauben, ob die An-
nahme der IDH als belegt oder als nicht belegt gelten kann. Studien dieser Art liegen vor fir
den Bereich der Planktondkologie (GAEDEKE & SOMMER 1986; WEIDER 1992; SOMMER 1995;
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FLODER & SOMMER 1999), fir halbsessile Epilithon- und Benthoslebensgemeinschaften von
Bachen und Flissen (DEATH & WINTERBOURN 1995; TOWNSEND et al. 1997; FAYOLLE et al.
1998), fur marine sessile Benthosgemeinschaften tidebeeinflusster Geréllstrande und Koral-
lenriffe (SOUsA 1979; ARONSON & PRECHT 1995) und flr terrestrische Pflanzengemeinschaften
(ARMESTO & PICKETT 1985; ODGAARD 1994; COLLINS et al. 1995; HIURA 1995; SCHWILK et al.
1997; HACKER & BERTNESS 1999; BECKAGE & STOUT 2000). Eine eindeutige Bestéatigung von
erhohter Diversitat bei mittlerer Stérungshaufigkeit gegentiber Stérungsregimes mit seltenen
bzw. h&ufigen Stdrungsereignisse wird vor allem durch Studien belegt, die Lebensgemein-
schaften von Organismen mit vergleichsweise sehr kurzen bis kurzen Generationszeiten un-
tersuchen. Diese Studien befassen sich mit Phytoplankton (GAEDEKE & SOMMER 1986; SOMMER
1995; FLODER & SOMMER 1999), Bachzoobenthos (DEATH & WINTERBOURN 1995; TOWNSEND et
al. 1997), sessilen Makroalgengemeinschaften marinen Gerdélllitorals (Sousa 1979) und Ve-
getationsgemeinschaften krautiger Pflanzen in Salzmarschen (HACKER & BERTNESS 1999). Ar-
beiten, deren Ergebnisse im Widerspruch zu der IDH-Annahme beziglich des diversitatsfor-
dernden Einflusses von Storungen mittlerer Haufigkeit stehen, wurden vor allem an Lebens-
gemeinschaften mit mittellang- bzw. langlebigen Organismen, wie terrestrischen Vegetati-
onsgemeinschaften, durchgefiihrt (ARMESTO & PICKETT 1985; COLLINS et al. 1995; SCHWILK et
al. 1997; BECKAGE & STOUT 2000), fur die bei experimenteller Manipulation des Stérungsregi-
mes zudem eine ausreichende Replikation der Treatments fur rigorose statistische Untersu-
chungen oft problematisch ist (BECKAGE & SToOUT 2000). Auch die Belege, die CONNELL (1978)
in bezug auf die Bedeutung der Stérungshaufigkeit fir die urspringlich bei der Formulierung
der IDH bericksichtigten tropischen Regenwalder und Korallenriffe anfuhrt, beruhen nicht
auf direkten (statistisch gesicherten) Nachweisen, sondern sind aus den beobachteten Suk-
zessionsmustern nach einzelnen Stérungsereignissen abgeleitet. Statistisch gesicherte Nach-
weise der Gliltigkeit dieses Aspekts der IDH flr Lebensgemeinschaften, wie Korallenriffe
(ARONSON & PRECHT 1995), steppendhnliche Vegetation (ODGAARD 1994) und Walder (HIURA
1995), sind seltene Ausnahmen.

Wie bereits zuvor diskutiert, scheint eine gewisse Anzahl von Stdérungsereignissen und ein
Zeitraum von > 10 Generationszeiten erforderlich zu sein, um das flr ein Stérungsregime
charakteristische Diversitatsmuster detektieren zu konnen. Die Schwierigkeit, das Phdnomen
erhohter Diversitat bei mittlerer Storungshaufigkeit fir Lebensgemeinschaften langlebiger
Organismen zu detektieren, scheint vor allem in der Realisierbarkeit der erforderlichen Beob-
achtungszeitrdume zu liegen. So liegen Zeitrdume, die die Entwicklungszyklen der Diversitat
im Zusammenhang mit Storungsereignissen erfassen, fir Korallenriffe zwischen 40 und 70
Jahren (DOLLAR & TIBBLE 1993), fur tropische Regenwalder vermutlich tber 200 Jahren
(CoNNELL 1978). Die Studien, die fur derartige Lebensgemeinschaften ein der IDH entspre-
chendes Diversitatsmuster nachweisen konnten, zeichnen sich daher auch dadurch aus, dass
ihre Charakterisierung der unterschiedlichen Stérungsregimes auf Parametern beruhen, fir
die eine Information Uber lange Zeitraume verflgbar ist und/oder die die Auswirkungen von
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aufeinanderfolgenden Stdérungsereignissen integrativ quantifizieren, so dass sie als habitatty-
pischer Faktor Uber potentiell lange Zeitrume angesehen werden kdnnen. So benutzte
HIURA (1995) historische Aufzeichnungen von Sturmereignissen Uber einen Zeitraum von
mehr als 200 Jahren, um die standorttypische Intervalldauer zwischen Sturmstérungsereig-
nissen fiur verschiedene Buchenwaldhabitate zu bestimmen. Das von ihm beobachtete uni-
modale Diversitatsmuster der Waldvegetation betrachtete er als Ergebnis des fur die unter-
schiedlichen Habitate charakteristischen Stérungsregimes. ODGAARD (1994) konnte anhand
paléolimnologischer Untersuchungen fir einen Zeitraum von mehreren tausend Jahren eine
unimodale Antwort der mit Hilfe von Pollenanalyse bestimmten floristischen Artenzahl in Ab-
héngigkeit von historisch unterschiedlichen Regimes von Vegetationsbranden nachweisen.
Das hierbei verwendete Mald zur Charakterisierung der unterschiedlichen Stérungsregimes,
die Anzahl der Aschepartikel in den unterschiedlich alten Schichten der limnischen Sedi-
mente, konnte jedoch nur eine integrierte Wirkung von Intensitat und Haufigkeit der Sto-
rungsereignisse erfassen. Auch das von ARONSON & PRECHT (1995) verwendete Mal3 topogra-
phischer Substratkomplexitat als Mal3 fur die wellenbedingte Schadigung von Korallen, mit
Hilfe dessen sie ein ausgepragtes storungsbedingtes unimodales Diversitatsmuster fir ein
Korallenriff belegen konnten, stellt ein integratives Mal fur Intensitat und Haufigkeit des
standorttypischen Stérungsregime dar.

Die durch die IDH postulierte voriibergehende Erhéhung der Diversitat zwischen zwei Sto-
rungsereignissen, wie sie fur die Chemostat-Modelllebensgemeinschaften planktischer Bakte-
rien nachgewiesen werden konnte, ist ebenfalls am besten belegt fir Organismengemein-
schaften mit kurzen Generationszeiten. Sturmbedingte Durchmischungsereignisse in Seen
und voribergehende Erhdhungen der Wasserabflussmengen in Flissen bzw. Stauseen be-
wirkten einen signifikanten Anstieg der Diversitat des Phytoplanktons (DeEscy 1993; BARBIERO
et al. 1999; HAMBRIGHT & ZOHARY 2000) bzw. des Zooplanktons (ECKERT & WALz 1998), der
sich mit zunehmender Dauer des Stérungsintervalls wieder verlor. Belege existieren auch fur
andere Lebensgemeinschaften, fur die langere Beobachtungszeitraume erforderlich sind
(CONNELL 1978; KUKERT & SMITH 1992; DOLLAR & TIBBLE 1993; COLLINS et al. 1995); die Beob-
achtungen hinsichtlich dieser Annahme der IDH sind jedoch, vor allem fur Korallenriffe
(ROGERS 1993), aber auch fir Vegetations- (TREBINO et al. 1996) und Bachzoobenthosge-
meinschaften (DOEG et al. 1989), nicht immer konsistent.

Die anhand der Bakterienmodellgemeinschaften ermittelten Funktionen fir die Veranderung
der Diversitat zwischen zwei Stérungen weisen darauf hin, dass maximale Diversitat schon
sehr bald nach der Storung, hier nach ca. 10 % der 4-8 Generationszeiten umfassenden In-
tervalldauer auftreten kénnen, wéahrend ein deutlicher Riickgang erst nach ca. 50 % der In-
tervalldauer zu beobachten war. Wie zuvor in bezug auf die Bedeutung der von Stérungs-
haufigkeit diskutiert, scheint die Festlegung einer adaquaten Beobachtungsdauer (DOEG et al.
1989; ROGERS 1993; TREBINO et al. 1996) bzw. eines geeigneten zeitlichen Probennahmera-
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sters (ROGERS 1993; TREBINO et al. 1996) zur Erfassung des Phdnomens der voribergehen-
den Diversitatserhohung nach Stérungen fir Organismengemeinschaften mit langeren Ge-
nerationszeiten nicht immer gegeben.

Die Ubereinstimmenden Beobachtungen, die bei addquater Wahl von Beobachtungsparame-
ter, Beprobungsskalierung und Beobachtungszeitraum fir die unterschiedlichsten Lebensge-
meinschaften und Organismengruppen beziglich der Diversitatsmuster in Abhéangigkeit von
der Storungshaufigkeit und der Fortdauer des Intervalls zwischen zwei Stérungen gemacht
wurden, bestatigen klar die allgemeine Gliltigkeit der betreffenden Annahmen der IDH. Be-
sonders jedoch die experimentellen Studien von Organismengemeinschaften, deren Diversi-
tatsanderungen Uber viele Stérungszyklen und Generationszeiten verfolgt werden kdnnen,
wie die Modellgemeinschaft planktischer Bakterien der vorliegenden Arbeit und die Phyto-
planktongemeinschaften der zuvor genannten Studien, erwiesen sich als geeignet, einen re-
levanten Zeitrahmen fur die Uberprifung der IDH zu identifizieren.

4.2.2.2 Adaquate Skalierung der zeitlichen Dimensionen von Stérungsregimes

In 4.2.2.1 wurde dargelegt, dass fir eine Detektion der durch die IDH postulierten Diversi-
tatsmuster Beobachtungszeitrdume noétig sind, die sich an der Lebensspanne der un-
tersuchten Organismen orientieren und ein Vielfaches ihrer Generationszeit betragen sollten.
Aber auch die qualifizierenden Aussagen der IDH bezlglich des Stérungseinflusses, wie
LSelten”,  mittelhaufig” und ,haufig” bzw. ,bald nach” und ,lang nach”, machen eine zeitliche
Dimensionierung der untersuchten Stérungsregimes erforderlich.

In dem untersuchten Chemostat-Modellokosystem, in dem die Stérung nur Auswirkungen auf
die Ressourcenverfuigbarkeit, nicht aber auf die Mortalitatsrate der Organismen hatte, und
von Konkurrenz, wie in Abschnitt 4.2.1 diskutiert, als ausschlaggebendem Mechanismus fir
Diversitatsdnderungen auszugehen war, waren zwei zeitabhangige Prozesse bestimmend:
Unmittelbar nach einer Stdrung, so auch bei rasch aufeinander folgenden Stérungen, spielt
die Geschwindigkeit der Ressourcenmonopolisierung (hier vor allem die Wachstumsge-
schwindigkeit der Populationen) die entscheidende Rolle in der Konkurrenz, wéhrend mit
zunehmender Fortdauer geringer Ressourcenverfiigbarkeit die Uberlebensfahigkeit der Orga-
nismen an Bedeutung gewinnt. Dies macht deutlich, dass auch fur eine zeitliche Dimensio-
nierung des Stérungsregimes an sich die Organismenlebensspanne bzw. -generationszeit ein
relevanter universeller Skalierungsmalfistab ist. Diese universelle Skalierung der Stérungsin-
tervalldauer in Einheiten von theoretischen Generationszeiten war in den Chemostaten mog-
lich, da die Mortalitdt der Organismen nahezu unselektiv und durch den quantifizierbaren
Zeitfaktor der Auswaschungsrate reguliert war.

Der in den Chemostatexperimenten eingesetzte Storungsgradient war jedoch nicht nur durch
in unterschiedlichen Zeitabstdanden verabreichte P-Pulse gekennzeichnet. Um die P-Gesamt-
dosis fur jedes der unterschiedlichen Treatments wahrend des Experimentes konstant zu
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halten, variierte die pro Puls verabreichte P-Menge und somit die Intensitat der Stérung. Das
experimentelle Design entsprach also dem, was SOMMER (1995) als ,,diagonales Design” be-
zeichnet, das durch eine negative Relation von Stérungshaufigkeit und Stdérungsintensitat
gekennzeichnet ist. Eine klare Trennung des Effektes von Haufigkeit und Intensitat der Sto-
rung ist fur ein solches Design nicht mdglich. Fir sein Experiment an Mikrokosmen mariner
Phytoplanktongemeinschaften, die unterschiedlichen Stérungsregimes durch Verdiinnung mit
frischem Medium ausgesetzt waren, konnte SOMMER (1995) zeigen, dass auch, wenn beide
Aspekte von Stérung unabhéngig voneinander variiert werden, sowohl die Stérungshaufigkeit
als auch die Storungsintensitat in der von der IDH postulierten Weise eine unimodale Ant-
wort der Diversitat erzeugen. Andere Studien, fir die eine eindeutige ursachliche Unabhan-
gigkeit eine getrennte Analyse beider Faktoren erlaubte, bestatigen die Wirksamkeit der
Storungsintensitat neben der Stérungshaufigkeit im Sinne der IDH (TOWNSEND et al. 1997)
oder konnten auch keinen Zusammenhang feststellen (HIURA 1995). POLISHCHUK (1999)
quantifizierte anhand einer von ihm fir die Daten von SOMMERS Mikrokosmos-Experiment
(SomMMER 1995) durchgefuhrten ,,Contribution Analysis” den relativen Beitrag, den die Haufig-
keit bzw. Intensitat von Stérung auf das beobachtete Diversitatsniveau hatte. Ergebnis seiner
Analyse war, dass der Einfluss beider Komponenten entlang eines Gradienten der Stérungs-
haufigkeit nicht konstant ist. Wéahrend bei hoher Frequenz von Stérungen vor allem deren
Intensitat die Diversitat beeinflusst, ist es bei Stérungsregimes mit seltenen Stérungsereig-
nissen in erster Linie die Dauer des Storungsintervalls, welches bei zunehmender Léange fir
einen Ruckgang der Diversitat sorgt. Bei mittleren Storungshéaufigkeiten ist der Einfluss bei-
der Komponenten in etwa gleich stark ausgepragt. POLISHCHUKS Analyse zufolge forderte das
in den Chemostatversuchen verwendete ,diagonale Design” des Stérungsgradienten vor al-
lem die Detektion der Diversitatsreduktion bei hohen Stérungsfrequenzen durch die gleich-
zeitige Verwendung niedriger Stérungsintensitaten. Die Detektion der maximalen Diversitat
bei mittleren Storungsfrequenzen bzw. die Erniedrigung der Diversitat bei langen Stoérungs-
intervallen kann dagegen als kaum von der Variabilitat der Storungsintensitat beeinflusst
angesehen werden. In den Chemostatexperimenten hatte die Intensitat der Stérungen, im
Gegensatz zu SOMMERS marinen Phytoplanktonmikrokosmen, keinen Einfluss auf die ,Morta-
litdt” der Organismen, die in seinem Experiment zusatzlich den Effekt der stdrungsbedingten
Erhéhung der Ressourcenverfiigbarkeit verstarkte. Der Einfluss der StOrungsintensitat war
daher in den Chemostatexperimenten vermutlich generell geringer. Das in diesen Modell-
Lebensgemein-schaften beobachtete unimodale Diversitatsmuster kann also durchaus als ein
fur den zeitlichen Aspekt des Stérungsgradienten typisches angesehen werden.

Dieses Muster zeichnete sich durch eine charakteristische Form aus, unabhangig davon, zu
welchem Zeitpunkt des experimentellen Verlaufes und anhand welches Diversitatsparameters
es detektiert wurde. Maximale Diversitaten wurden immer in den Treatments mit 2-d-Sto-
rungsintervallen ermittelt. Deutlich niedrigere Diversitatswerte waren fur die Treatments lan-
gerer Storungsintervalle (3 4 d) und die Treatments mit dem kirzesten Stérungsintervall



Diskussion 106

(0.5 d) zu beobachten. Charakteristisch war auch die Asymmetrie des unimodalen Diversi-
tatsmusters. Eine logarithmische Transformation der Storungsskalierung war daher erforder-
lich, um eine moglichst gute Anpassung des als Modellfunktion gewahlten quadratischen
Polynoms an die Daten zu erreichen. Besonders deutlich ausgepragt war die asymmetrische
»Buckelform” des Diversitatsmusters am Endpunkt des Experimentes fiir die beiden Indizes
1-D und D. Trotz der geringen Zahl von Datenpunkten (n < 20) wurden vergleichsweise ho-
he Werte (0.33 — 0.53) fur das Bestimmtheitsmal} r2 der ermittelten Funktionen erreicht. Der
Wert flr die Dauer eines maximale Diversitat erzeugenden Stdrungsintervalls, der anhand
der signifikanten Funktionen fur die unterschiedlichen Parameter rechnerisch ermittelt wur-
de, lag am Versuchsendpunkt zwischen 1.76 und 2.26 theoretischen Generationszeiten. Im
Mittel betrug er 2.03 £ 0.12 (s.e.) theoretische Generationszeiten.

CONNELL (1978) macht, abgesehen von allgemeinen Bemerkungen im Zusammenhang mit
der Charakterisierung der unterschiedlichen Konkurrenzstrategien in der sukzessionalen Ar-
tenfolge, keine spezifischen Aussagen dartber, mit welchem MaRstab die zeitbezogenen An-
nahmen der IDH zu bewerten sind. Dies lasst sich auch Uber die meisten Studien sagen, die
sich auf die IDH beziehen und die sich auf eine allgemeine Charakterisierung der Stérungs-
haufigkeit als ,rare”, ,intermediate” und ,frequent” beschranken, wobei der bezugnehmende
MaRstab haufig methodenbedingt ist. Die einzigen Arbeiten, die als universellen zeitlichen
MaRstab Generationszeiten fir die Skalierung der von ihnen untersuchten Stdrungsregimes
einsetzen, stammen aus dem Bereich der Planktondkologie. Phytoplanktongemeinschaften,
die in experimentellen Mikro- und Mesokosmen untersucht wurden, wiesen maximale Diver-
sitatswerte auf, wenn das Intervall zwischen zwei Storungen > 1 Generationszeit und £ 4
Generationszeiten war (GAEDEKE & SOMMER 1986; SOMMER 1995; FLODER & SOMMER 1999).
Freilandbeobachtungen fir das Phytoplankton des Plattensees, des Neusiedlersees und von
zwei experimentellen Teichen bestédtigen, dass ein Stérungsregime witterungsbedingter
Durchmischungsereignisse bei einem mittleren Intervall dieser GrdlRenordnung maximale
Phytoplanktondiversitat erzeugt (PADISAK 1993; PADISAK 1994). Diese Werte zeigen somit ein
hohes MaR an Ubereinstimmung mit den fir die Chemostat-Bakteriengemeinschaft ermittel-
ten. WEIDER (1992), der die klonale Diversitdt von Daphnia pulex in Abhangigkeit von der
Intervalldauer zwischen seriellen Populationsausdiinnungen als Stérungen untersuchte,
deckte einen Storungsgradienten ab, bei dem die Stdrungsintervalle einer, zwei bzw. drei
Generationszeiten dieses Zooplanktonorganismus entsprachen. Obwohl er signifikante sto-
rungs-bedingte Unterschiede in der klonalen Diversitat nachweisen konnte, konnte er fur die-
sen Gradienten in der Storungshaufigkeit kein eindeutiges unimodales Diversitdtsmuster be-
obachten. So zeigte das Treatment mit Stoérungsintervallen von 1 Generationszeit zwar die
niedrigsten Diversitatswerte; das Storungsintervall von 3 Generationszeiten war aber offen-
bar noch nicht lang genug, um dauerhaft Diversitatswerte zu erzeugen, die niedriger waren,
als diejenigen des Treatments mittellanger Stérungsintervalle von 2 Generationszeiten; der
untersuchte Storungsgradient war also moglicherweise nicht umfangrreich genug. Ohne die
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Annahme der IDH in Bezug auf mittlere Stérungshaufigkeiten eindeutig belegen zu kénnen,
befindet sich das Ergebnis dennoch in guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der zuvor
genannten Phytoplanktonstudien in bezug auf die kritische Anzahl der Generationszeiten, die
ein Stérungsintervall zur Erzeugung maximaler Diversitat umfassen muss. Eine Fehldimen-
sionierung des untersuchten Stérungsgradienten, der die zur Detektion des unimodalen Di-
versitatsmusters mafgeblichen, an der Generationszeit der untersuchten Organismen orien-
tierten Intervalllangen nicht abdeckt, ist vermutlich auch in anderen Studien eine wahr-
scheinliche Ursache fur einen fehlenden eindeutigen Beleg der IDH (z. B. COLLINS et al. 1995;
SCHWILK et al. 1997; FAYOLLE et al. 1998).

Eine weitere mogliche Ursache fir die Anwendung inadaquater Stérungsgradienten zur
Uberpriifung der IDH konnte die Asymmetrie der Beziehung von Stérungshaufigkeit und Di-
versitatsniveau sein. Die Form der fur die Chemostat-Modelllebensgemeinschaften ermittel-
ten, gut durch das Regressionsmodell belegten Relation weist darauf hin, dass ,mittlere”
Storungshaufigkeiten, die maximale Diversitatswerte erzeugen, nicht ,in der Mitte” der rele-
vanten Storungsgradientenspanne liegen. Bisher nur von PADISAK (1994) ausdricklich kon-
statiert, zeigen viele Studien, die eine ausreichende zeitliche Auflésung ihrer Stérungs-
gradienten aufweisen, eine mehr oder weniger deutliche Ausprdgung dieser Asymmetrie
(GAEDEKE & SOMMER 1986; PADISAK 1993; DEATH & WINTERBOURN 1995; HIURA 1995; SOMMER
1995; TOWNSEND et al. 1997; FLODER & SOMMER 1999). Ein zeitliches Raster des untersuchten
Storungsgradienten, das dieser, mdglicherweise charakteristischen Form der Relation von
Diversitat und Stérungshaufigkeit nicht gerecht wird, kdnnte ebenfalls dazu fuhren, dass die
entscheidenden Intervalllangen zur Erzeugung maximaler bzw. minimaler Diversitat nicht
erfasst werden.

Die Generationszeit als MaRstab fir die zeitliche Skalierung von Stérungsereignissen soll vor
allem der Rekrutierungszeit der Organismen Rechnung tragen, mit der sie in der Lage sind,
auf die durch Stoérung veranderten Ressourcenbedingungen zu reagieren. Fur die Chemostat-
Bakteriengemeinschaften und viele Situationen in Phytoplanktongemeinschaften, in denen
die potentiellen ,,Rekruten” bereits im System vorhanden sind, ist die Wachstumsgeschwin-
digkeit und somit die Generationszeit der ausschlaggebende Faktor fiir die Rekrutierung.
Haufig zeichnet sich die Rekrutierung aber auch durch die Immigration mobiler Organismen
aus rdumlich vom untersuchten System getrennten Habitaten aus (z. B. DOEG et al. 1989;
MARONE 1990; SZENTKIRALYlI & KOZzAR 1991; DEATH & WINTERBOURN 1995; TOWNSEND et al.
1997; FLODER 1999). Auch kdnnen bei der Rekrutierung komplexe Lebenszyklen der Organis-
men eine Rolle spielen (DIAL & ROUGHGARDEN 1998). Die Bestimmung eines universellen Zeit-
malstabes flir eine okologisch relevante Skalierung von Stérung sollte diese Umstande be-
ricksichtigen, indem ein der Generationszeit aquivalenter Parameter der generellen Verdop-
pelungszeit der Organismen, unabhéangig vom Rekrutierungsmechanismus, fur die unter-
schiedlichen untersuchten Systeme identifiziert wird.
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Die im wesentlichen in der Planktontkologie entwickelte universelle zeitliche Skalierung von
Storungsregimes zur Bewertung des Einflusses von Stérung auf die Diversitat von Lebens-
gemeinschaften ist als erfolgreicher Ansatz zu bewerten, eine Vergleichbarkeit fur die unter-
schiedlichsten untersuchten Systeme zu erreichen. Auerdem kann so Uberpruft werden,
inwieweit die beobachteten zeitlichen Dimensionen von Stérungen, die sich fir Diversitat-
sanderungen als relevant erwiesen, Allgemeingultigkeit besitzen. In den Phytoplankton-Stu-
dien werden im Allgemeinen generalisierte Werte fir die Generationszeit der Phytoplankto-
norganismen zur zeitlichen Skalierung von Stérungsereignissen verwendet (PADISAK 1994). In
der vorliegenden Arbeit waren die Zeitabstande zwischen den Stérungen rigoros durch die
Durchflussrate der Chemostaten dimensioniert, was eine klare Umrechnung in Generations-
zeiten ermdglichte, die in den Chemostaten bei kontinuierlicher Ressourcenversorgung er-
reicht wirden,. Durch die Wahl des experimentellen Designs wurde nicht nur versucht, Un-
terschiede fur die Treatments unterschiedlicher Stérungshaufigkeit zu detektieren, sondern
durch Regressionsanalyse auch die typische Form des ,,Buckel”-Diversitatsmusters ndher zu
charakterisieren. Von Interesse ware daher, inwieweit die charakteristischen Eigenschaften
der in diesem definierten Modellsystem ermittelten Funktion von Diversitat und Stoérungshéau-
figkeit auch in anderen Systemen Giiltigkeit besitzt.

4.2.2.3 Storung und Diversitat planktischer Bakteriengemeinschaften

In Abschnitt 4.2.2.2 wurde gezeigt, dass in den Chemostat-Modell-Lebensgemeinschaften
planktischer Bakterienisolate nicht nur die fluktuierende Verfligbarkeit von Ressourcen ge-
nerell einen Einfluss auf die mogliche Koexistenz mehrerer Arten hatte, sondern dass fur die
beobachteten Diversitatsveranderungen ebenfalls das fir andere Organismengemeinschaften
als relevant befundene zeitliche Muster der Storungsereignisse ausschlaggebend war.

Dass prinzipiell die Intervalldauer zwischen Ressourcenpulsen eine Bedeutung fir die Kon-
kurrenz von Bakterien hat, wird auch durch die Ergebnisse von Konkurrenzexperimenten in
einfachen 2-Arten-Modellsystemen (vergl. 4.2.1) gestitzt. So konnte LEEGWATER (1983) zei-
gen, dass der Effekt, den die gepulste Ressourcenzufuhr auf die Konkurrenzfahigkeit von
zwei verschiedenen Bakterienstdmmen in Chemostatkokultur hatte, sowohl von der gewéahl-
ten Intervalldauer an sich, aber auch von der Intervalldauer in Relation zur Generationszeit
bzw. Mortalitéatsrate der Organismen (unterschiedlicher Effekt bei unterschiedlichen Durch-
flussraten der Chemostaten) abhangig war. Auch KURIHARA et al. (1990), die Mdglichkeiten
der Koexistenz und unterschiedliche Konkurrenzstrategien an Mischkulturen von jeweils zwei
unterschiedlichen Bakterienisolaten untersuchten, stellten fest, dass Kulturverdiinnungs-
schritte im Abstand von 12 h nach mindestens 10 Wiederholungen zu Monokulturen jeweils
eines Stammes flhrten, dass jedoch Verdiinnungen desselben AusmalRes im Abstand von 3 d
eine stabile Koexistenz der Isolate ermdglichten.
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Aufgrund der Schwierigkeiten, die generell fur die Erfassung der Diversitat von komplexeren
bakteriellen Lebensgemeinschaften oder nattrlichen Bakterioplanktongemeinschaften beste-
hen, gibt es keine Arbeiten, die eine Dynamik der bakteriellen Diversitat bei hoher taxonomi-
scher Auflésung (,,Art”-Niveau) in Abhangigkeit von fluktuierenden Umweltparametern bele-
gen konnen (NOLD & ZWART 1998). Studien, die sich mit dem Einfluss variabler Umweltpara-
meter auf die Zusammensetzung planktischer Bakteriengemeinschaften beschaftigen, ver-
wenden vor allem molekularbiologische Profiling-Techniken oder Oligonukleotidsonden zur
Charakterisierung der taxonomischen Struktur des Bakterioplanktons (z. B. HOFLE 1992;
PERNTHALER et al. 1997; GLOCKNER et al. 1999; HOFLE et al. 1999; JURGENS et al. 1999; KONOPKA
et al. 1999; LEBARON et al. 1999; SIMEK et al. 1999; Suzukl 1999). Wahrend letztere im allge-
meinen nur eine taxonomische Auflésung auf dem Niveau von Groftaxa wie Ordnungen und
Klassen haben bzw. nur fir einige wenige Stamme spezifisch entwickelt wurden, ist die Spe-
zifitat und Zuverlassigkeit in der Detektion der ersteren bisher nicht endgultig geklart (HOFLE
1990; ENGEL et al. 1998; KRSEK 1998; NOLD & ZWART 1998). Grundlegende Unterschiede in
der taxonomischen Zusammensetzung von Bakteriengemeinschaften werden durch diese
Methoden jedoch erfasst.

So konnten Untersuchungen, die mit Hilfe der vorgenannten Techniken an Bakterioplankton
unter natdrlichen oder naturnahen Bedingungen durchgefiihrt wurden, zeigen, dass diskrete
Veradnderungen von Umweltparametern, wie Grazing (z. B. JURGENS et al. 1999; LEBARON et
al. 1999; Suzukl 1999) oder Substratzufuhr (z. B. HOFLE 1992; LEBARON et al. 1999; PINHASSI
et al. 1999) in einem Zeitraum von 24 h bis 4 d deutliche Verédnderungen in der taxonomi-
schen Struktur der untersuchten Bakteriengemeinschaften bewirkten. Die in den Chemosta-
texperimenten untersuchten zeitlichen Dimensionen eines Stérungsregimes (0.5 d — 8 d als
Storungsintervalldauer) stimmen demnach in der GréRenordnung gut lberein mit den Zeit-
raumen, in denen unter natirlichen Bedingungen mit signifikanten Veranderungen der Diver-
sitat planktischer Bakterien zu rechnen ist.

Naturliche Ereignisse im Habitat planktischer Bakterien, die innerhalb der zeitlichen GroRRen-
ordnung des in den Chemostatexperimenten untersuchten Gradienten der Stérungshaufigkeit
liegen und fur eine Fluktuation der Ressourcenlimitierung durch Phosphor sorgen kénnen,
sind vor allem asaisonale Durchmischungsereignisse in geschichteten Seen (im Mittel alle 5-
15 d; PADISAK 1993; PADISAK 1994), aber auch diurnale Prozesse wie die konvektionsbedingte
Durchmischung des Epilimnions (IMBERGER 1985), Variabilitat der lichtabh&ngigen C-Produk-
tion und C-Exkretion des Phytoplanktons (Verschiebung des C:P-Verhaltnisses; GURUNG et al.
1999) und die Vertikalwanderung des Zooplanktons, die eine raumliche Verlagerung der P-
Remineralisierung (GULATI et al. 1995; CARRILLO et al. 1996, siehe auch ROTHHAUPT 1992) be-
dingt. Auch durch diurnale Verhaltensmuster von Fischen (KREMSER 1995) ist mit Fluktuatio-
nen in der Verfugbarkeit von limitierenden Ressourcen planktischer Bakterien zu rechnen
(PERSSON 1997).



Diskussion 110

Da zur Uberwindung raumlicher Distanzen der Faktor Zeit eine Rolle spielt, lasst sich generell
auch radumliche Heterogenitat von Umweltparametern und Ressourcen in einen Malistab zeit-
licher Heterogenitat umsetzen. Um Distanzen in der GroRenordnung von 2 — 20 m zu Uber-
winden, benétigen Bakterien, je nach Starke der Eddydiffusion und ihrer eigenen Fahigkeit
zur Mobilitat, einen Zeitraum von ca. 2 d (MITCHELL & FUHRMAN 1989). Diese Zeitspanne ent-
spricht derjenigen, die in den Chemostatexperimenten als kritische Intervalllange zwischen
den Storungsereignissen eines Stérungsregimes ermittelt wurde, bei welchem maximale
Werte fir die Diversitat der Bakterioplanktongemeinschaften beobachtet wurden. Diskrete
raumliche Muster in der Verteilung von limitierenden Ressourcen mit diesen Dimensionen,
wie sie z. B. durch die Machtigkeit des Epilimnions geschichteter Seen reprasentiert sind
(LAMPERT & SOMMER 1993, siehe auch PLATH 1999), sind demnach dazu geeignet, fir den Er-
halt eines hohen Diversitatsniveaus des Bakterioplanktons zu sorgen.

Storungsregimes, wie sie in den Chemostatexperimenten untersucht wurden, sind also ver-
mutlich nicht nur in reduzierten Modellsystemen von Bedeutung, sondern kénnen durchaus
auch in natdrlichen Habitaten fur Unterschiede in der Diversitat planktischer Bakterien rele-
vant sein.
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4.3 Schlussbetrachtung

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, aber auch die Diskussion der Ergebnisse anderer
Studien machen deutlich, welche Bedeutung das Auftreten von Stérungen® fiir die Diversitat
von Lebensgemeinschaften hat. Muster in der Diversitat von Lebensgemeinschaften sind
jedoch nicht nur als Resultat von Prozessen fiir Okologen von Interesse; Diversitit beein-
flusst auch die durch Summenparameter wie Produktivitat, Biomasse, Respiration und Wider-
standsfahigkeit (,resilience”) beschriebenen ,Eigenschaften” von Okosystemen (z. B. TILMAN
& DOWNING 1994; TILMAN et al. 1996; MCGRADY-STEED et al. 1997; NAEEM & L1 1997; NAEEM et
al. 2000). Wann immer also derartige Eigenschaften von Okosystemen durch Management
beeinflusst werden sollen, sind grundlegende Kenntnisse der Prozesse, die die Diversitat von
Lebensgemeinschaften beeinflussen, Vorraussetzung daftir, den gewinschten Effekt zu er-
zielen (TILMAN 1999). Auch der Erhalt moglichst hoher Biodiversitat an sich wird sowohl aus
6konomischen als auch aus asthetischen und ethischen Gesichtspunkten als wiinschenswer-
tes Management-Ziel betrachtet (KIMMINS 1999). Moderne Konzepte des Umweltschutzes und
des Managements von Okosystemen beinhalten daher nicht nur den Schutz einzelner Arten
und ihrer Habitate, sondern haben auch die Bedeutung des ,Schutzes” natlrlicher Sto-
rungsregimes bzw. der Simulation solcher Einflisse erkannt (z. B. LENT & CAPEN 1995; FuL-
BRIGHT 1996; POWER et al. 1996; ANGELSTAM 1998; WARD 1998; PELTZER et al. 2000).

Grundlegende Erkenntnisse tber die Beeinflussung der Diversitat von Lebensgemeinschaften,
wie z. B. die Tatsache, dass die Zeitraume zwischen den Stdrungsereignissen eines Sto-
rungsregimes in Abhangigkeit von Generationszeiten bzw. der Rekrutierungsgeschwindigkeit
fur unterschiedliche Organismen von unterschiedlicher Relevanz sind, sind daher fir eine
Planung gezielter MaBnahmen zum Erhalt einer mdglichst hohen Diversitat bestimmter Orga-
nismengemeinschaften unverzichtbar.

® Vergl. Definition von Stérung in Kapitel 1: ,...diskretes Ereignis, welches die Verfiigbarkeit von limitierenden
Ressourcen erhéht und somit die Konkurrenzbedingungen verandert...”
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der experimentellen Uberpriifung der ,Intermediate
Disturbance Hypothesis” (IDH, CONNELL 1978), die an Modell-Lebensgemeinschaften plankti-
scher Bakterienisolate in Chemostatkulturen durchgefiihrt wurde.

Die IDH, die urspringlich fir tropische Lebensgemeinschaften sessiler Organismen (Regen-
walder und Korallenriffe) formuliert wurde, nimmt als maRgeblichen Einfluss auf die Diversi-
tat von Lebensgemeinschaften das habitattypische Stérungsregime an, welches durch dis-
krete Veranderungen der Konkurrenzbedingungen (,,Stérungen™) die autogene Sukzession
unterbricht und so Konkurrenzausschluss verhindert. Der IDH zufolge ist maximale Diversitat
das Ergebnis von Stérungen mittlerer Haufigkeit bzw. Intensitdt und wird vorribergehend
zwischen zwei Storungsereignissen beobachtet.

Bereits auf die unterschiedlichsten Organismen- und Habitattypen angewandt, sind die Er-
gebnisse bisheriger Studien, die eine Uberpriifung der IDH zum Ziel hatten, in bezug auf eine
Bestatigung der von der IDH postulierten stérungsbedingten Diversitatsmuster nicht immer
konsistent. Arbeiten, die den Einfluss von Stérungen im Sinne der IDH auf die Diversitat von
Bakterioplankton untersucht haben, liegen bislang noch nicht vor. Planktische Bakterien als
Modellorganismen fir einen experimentellen Test der IDH wurden daher aus zwei Grinden
verwendet: 1. Durch ihre Kultivierbarkeit in gut definierbaren und gut replizierbaren Mikro-
kosmen ist ein experimentelles Design mdglich, das mittels Regressionsanalyse eine statisti-
sche Uberprufung der IDH erlaubt. Zudem ermdglichen ihre kurzen Generationszeiten eine
Beobachtung der Modellékosysteme Uber viele Generationen. 2. Durch die Untersuchung des
Einflusses von definierten Stérungsregimes auf komplexe Bakterioplanktongemeinschaften in
experimentellen Mikrokosmen kann die Bedeutung von Stérungen fir die Diversitat naturli-
chen Bakterioplanktons demonstriert werden.

Um eine definierte Bakterioplanktongemeinschaft genetisch unterschiedlicher Organismen zu
erhalten, wurden Bakterienisolate aus dem Epilimnion des mesotrophen Schéhsees (Schles-
wig-Holstein) mittels Denaturierungs-Gradienten-Gel-Elektrophorese (DGGE) auf genetische
Unterschiedlichkeit Uberprift und 14 lIsolate ausgewahlt, die sich, neben Unterschieden in
der Position ihrer Banden im Gradientengel, zudem durch eine gute Unterscheidbarkeit ihrer
Koloniemorphologie auszeichneten. Diese Isolate wurden genetisch durch Sequenzierung der
16S rDNA und physiologisch durch die Bestimmung ihrer minimalen Generationszeit (gmin)
charakterisiert, um eventuelle Spezialisierungen der Organismen flr bestimmte Stérungsre-
gimes erkennen zu kdnnen.

Modell-Lebensgemeinschaften dieser 14 Isolate wurden unter Phosphorlimitation in Chemo-
staten kultiviert; als Stérung wurde gepulste Phosphorzufuhr mit unterschiedlich langen In-
tervallen zwischen den Pulsen (Gradient zwischen 0.5 und 8 Tagen) verwendet. Die spezifi-
sche Quantifizierung der Isolate erfolgte durch Koloniezdhlung auf Agarplatten und Durch-
flusszytometerzéahlung immunfluoreszenzmarkierter Zellen.



Zusammenfassung 113

Ein unimodales Diversitatsmuster in Abhangigkeit von der Stérungshaufigkeit, wie es von der
IDH postuliert wird, konnte sowohl durch die Ergebnisse der Koloniezéhlung, die im wesentli-
chen den physiologisch aktiven Teil der Bakterienpopulationen erfasste, als auch durch die
Ergebnisse der durchflusszytometrischen Z&hlung stammspezifisch immunfluoreszenzmar-
kierter Zellen fur verschiedene Diversitatsparameter nachgewiesen werden. Maximale Diver-
sitat wurde fur ein Storungsregime mit einem Stérungsintervall von 2 Tagen nachgewiesen,
was in dem Chemostatsystem einer Dauer von 2 theoretischen Generationszeiten entsprach.
Charakteristisch war eine asymmetrische Form der durch Regressionsanalysen ermittelten
Relation von Diversitat und Stérungshaufigkeit, die durch einen schnellen Anstieg der Diver-
sitdtswerte mit zunehmender Stérungsintervalldauer und nach Erreichen des Maximalwertes
durch einen vergleichsweise langsameren Riuckgang der Diversitat fur langere Intervalle zwi-
schen den Stérungen gekennzeichnet war.

Auch die Annahme der IDH einer voribergehenden Diversitatserhdhung im sukzessionalen
Verlauf zwischen zwei Storungen konnte fir die untersuchten Modell-Lebensgemeinschaften
planktischer Bakterienisolate bestatigt werden. Auch hier zeichnete sich das beobachtete
Diversitatsmuster durch eine markante Asymmetrie aus. In Storungsintervallen, die deutlich
langer waren (4 bzw. 8 Tage) als das Intervall, welches bei Wiederholung maximale Diver-
sitdt erzeugt, wurden die hdchsten Werte fir die Diversitat bereits im ersten Viertel des In-
tervalls erreicht, wahrend sich der Rickgang der Diversitat Gber die gesamte restliche Dauer
des Intervalls hinzog.

Taxonomische Trends fur eine Spezialisierung der Isolate hinsichtlich des Einflusses ver-
schiedener Storungsregimes waren auf der Ebene von Grofitaxa nicht zu beobachten. Es
waren jedoch klare Muster einer funktionellen Strukturveranderungen der Lebensgemein-
schaften hinsichtlich ihrer unterschiedlichen (durch den Wachstumsparameter gnmin gekenn-
zeichneten) Strategien im Umgang mit der storungsbedingt fluktuierenden Ressourcenver-
figbarkeit zu erkennen. Wahrend sich eine hohe Wachstumsgeschwindigkeit als die erfolg-
reichste Strategie bei haufigen Ressourcenpulsen erwies, schien ein erfolgreiches Uberdau-
ern von langen Intervallen zwischen Ressourcenpulsen sowohl durch hohe Konkur-renzeffizi-
enz bei niedrigen Wachstumsraten als auch durch hohe, aufgrund schnellen Wachstums un-
mittelbar nach Auftreten des Ressourcenpulses erreichte Populationsdichten von im weiteren
Verlauf des Intervalls physiologisch inaktiven Zellen gewahrleistet zu sein. Lebensgemein-
schaften, die sich unter dem Einfluss von Ressourcenpulsen mittlerer Haufigkeit entwickel-
ten, zeichneten sich durch die grofite Vielfalt funktioneller Typen aus: Sowohl schnellwiich-
sige als auch mittelschnell und langsam wachsende Organismen waren unter diesen Bedin-
gungen prasent. Die fur die Chemostat-Modell-Lebensgemeinschaften beobachteten Muster
ihrer funktionellen Struktur stimmen im wesentlichen mit den von CONNELL in Abhé&ngigkeit
von unterschiedlichen Stérungsregimes postulierten Uberein. Dies bestatigt, dass die Kon-
kurrenz um stérungsbedingt wechselnd zur Verfiigung stehende limitierende Ressourcen, wie
von CONNELL angenommen, als grundlegender Mechanismus fiir die Erzeugung unterschiedli-
cher Diversitdtsmuster anzusehen ist.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstreichen die Bedeutung, welche die zeitabhan-
gigen Prozesse der Ressourcenmonopolisierung unter wechselnden Bedingungen der Re-
ssourcenverfiigbarkeit, im Fall der Modell-Lebensgemeinschaften planktischer Bakterien vor
allem die Geschwindigkeit des Populationswachstums, fur die Ausbildung der durch die IDH
postulierten Diversitatsmuster haben. Als ein universeller zeitlicher SkalierungsmafRistab fir
Storungsregimes, die fir eine Beeinflussung der Diversitat der jeweils untersuchten Orga-
nismen relevant sind, wird daher die Generationszeit bzw. ein dquivalenter Parameter, der
auch andere Rekrutierungsmechanismen wie z. B. Immigration bericksichtigt, diskutiert.

Weiterhin wird erdrtert, inwieweit Stérungsregimes, wie sie in den Chemostatexperimenten
an Modell-Gemeinschaften planktischer Bakterien untersucht wurden, auch fur Bakterio-plank-
ton in natdrlichen Habitaten von Bedeutung sein kénnen.
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