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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die antarktische Eisdiatomee Amphiprora kufferathii MANGUIN ist in ihren natirlichen
Lebensraumen dicht mit Bakterien besiedelt. Diese Lebensgemeinschaft wird unter
Kulturbedingungen aufrechterhalten. In der vorliegenden Arbeit wurden Wechselwirkungen
zwischen der Eisdiatomee und den Epibakterien, insbesondere beim Oxidationsschutz,
anhand einer Mischkultur und einer axenischen Reinkultur untersucht.

Phylogenetische Analysen ergaben Hinweise auf eine Besiedlung der Diatomee mit
Alphaproteobakterien der Gattungen Octadecabacter und Sulfitobacter und mit Vertretern
der Bacteriodetes-Gruppe der Gattungen Psychroflexus und Cellulophaga. Vorwiegend
freilebende Bakterien in der Mischkultur gehérten zu Gammaproteobakterien der Gattung
Collwellia. Bakterien der Gattungen Sulfitobacter, Cellulophaga und Colwellia konnten aus
der Mischkultur isoliert werden. Quantitative in situ Hybridisierungen zeigten eine
Besiedlung von A. kufferathii mit Octadecabacter in 70 % der Falle. Bacteriodetes und
Gammaproteobakterien machten nur 13 % bzw. 10% der Epibakterien aus. Durch
elektronenmikroskopische Untersuchungen wurde gezeigt, dass die Anheftung der
epiphytischen Bakterien an A. kufferathii hauptsachlich Uber exopolymere Substanzen
erfolgt.

Mit Hilfe des Antibiotikums Ampicillin (2mg/ml) wurde eine axenische Kultur von
A. kufferathii hergestellt. Diese Kultur und die isolierten Bakterien wurden auf ihre
Ausstattung mit antioxidativen Enzymen untersucht. In A. kufferathii konnten zwei
Superoxid-Dismutasen und zwei Glutathion-Reduktasen nachgewiesen werden, wahrend
Katalase fehlte.

Mehrere Isoenzyme der Superoxid-Dismutase konnten in den Bakterien der Gattungen
Sulfitobacter und Cellulophaga gezeigt werden, jedoch nicht im Colwellia-Isolat. Katalase
und Glutathion-Reduktase wurde in allen isolierten Bakterien gefunden.

Die epiphytischen Bakterien haben einen stimulierenden Effekt auf das Wachstum von A.
kufferathii. Versuche unter Nahrstoffmangelbedingungen zeigten, dass dieser Effekt auch
bei Stickstoff- und Silikatmangel zu beobachten ist. Die Stimulierung des Wachstums kann
Uber die vermehrte Remobilisierung dieser Nahrstoffe durch die Bakterien erfolgen.
Physiologische Untersuchungen zum Oxidationsschutz mit der axenischen Kultur und der
Mischkultur zeigten eine Beteiligung der Bakterien am Abbau des von der Diatomee
produzierten Wasserstoffperoxids. Die Besiedlung mit Epibakterien fihrt auch dazu, dass
die Eisdiatomee bei Stress durch hohe Temperaturen (15°C) weniger beeintrachtigt wird.
Bei starker hypo- und hyperosmotischer Belastung zeigten bakterienbehaftete Kulturen von
A. kufferathii eine verminderte Photosyntheseeffizienz gegeniiber den axenischen
Kulturen.

Al



(A) Einleitung

A Einleitung

1 Meereis

Die Erdoberflache ist durchschnittlich zu 7% mit Meereis bedeckt. Das entspricht 10%
der Ozeanoberflache (Staley und Gosink 1999). Die Eisbedeckung des
Sudpolarmeeres variiert zwischen 4.000.000 km? am Ende des antarktischen
Sommers (Februar) und 20.000.000 km?* am Ende des antarktischen Winters
(September) (Zwally et al. 1983). Im Vergleich dazu bedeckt das arktische Eis am
Ende des Winters 16.000.000 km? (Abb. 1) (Eicken 1995).

Die Eisflachen der Polargebiete beeinflussen durch ihre Ausdehnung den Warme- und
Gasaustausch zwischen Ozean und Atmosphare und haben somit einen grolien
Einfluss auf das globale Klima (Wadhams 1994).

Abb. 1: Minimale Eisausdehnung in der Antarktis gegen Ende des antarktischen
Sommers (links) und maximale Ausdehnung (rechts) am Ende des antarktischen Winters
(adaptiert nach Eicken 1995).

80% des antarktischen Meereises sind saisonal (Abb. 1) und werden jahrlich neu
gebildet (Zwally et al. 1983). Der dominierende Prozess bei der Eis-Neubildung ist der
sogenannte ,Pfannkucheneis-Zyklus® (Lange et al. 1989; Weeks und Ackley 1982).
Dabei werden charakteristische Stadien der Eisbildung durchlaufen: Zunachst
entstehen in der Wassersaule kleine Eiskristalle, die sich an der Wasseroberflache
ansammeln und dort das sogenannte Breieis- oder Kérncheneisstadium bilden. Durch
weiteres Gefrieren entstehen kleinere Schollen von wenigen Dezimetern Durchmesser,
die ,Eispfannkuchen®. Durch das Zusammenlagern und Stapeln dieser kleinen
Schollen entsteht schlieRlich eine geschlossene Eisdecke (Spindler und Dieckmann
1991).
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Wenn der Temperaturaustausch zwischen Ozean und Atmosphare durch die
Eisbedeckung erschwert ist, wachst das Eis langsamer und flihrt dadurch zu einer
l&nglicheren Struktur der Eiskristalle (Spindler und Dieckmann 1991). Einjahriges
Meereis weist eine durchschnittliche Dicke von einem Meter auf (Thomas und
Dieckmann 2002). Innerhalb der Eissaule bilden sich starke Gradienten von
Salzgehalt, Licht und Temperatur (Abb. 2). Abhangig von Eisdicke und
Schneebedeckung sinkt die eintreffende Lichtintensitdt von bis zu 1500 pmol
Photonen * m? * s™ an der Oberflache auf Werte um 0,2 pmol Photonen * m? * s™ an
der Eisunterseite ab (Nothnagel 1995). An der Oberflache kénnen im Tageszyklus
stark schwankende Temperaturen bis -30°C vorliegen, wahrend an der Unterseite, am
Ubergang zum Meerwasser, stabile Werte um -2°C vorherrschen (Spindler und
Dieckmann 1991).

Bei der Eisbildung gefriert nur der Siilwasseranteil des Meerwassers. Das Salz wird
im verbleibenden Wasser-Eisgemisch angereichert. Der Salzgehalt kann so Werte bis
zu 205 PSU (Practical Salinity Units), entsprechend 205 %o, annehmen
(Weissenberger 1992). Diese sogenannte Salzlauge verbleibt in einem komplexen
System aus Kanélchen und Taschen im Eis eingeschlossen zurick (Krembs et al.
2000).

Das stark salzhaltige Wasser ist schwerer, sinkt in der Eissdule ab und tritt Gber die
Eislaugenkanéle ins freie Wasser aus. Dieser Prozess wird als Aussifiung des

Meereises bezeichnet (Spindler und Dieckmann 1991).

2 Lebensgemeinschaften im Eis

2.1 Meereisgesellschaften

Trotz der extremen Bedingungen innerhalb des Meereises bietet es einen Lebensraum
fur eine besondere Gemeinschaft von Organismen. Die im Eis lebenden
Mikroorganismen werden als ,Sea ice microbial community“ (SIMCO) bezeichnet
(Sullivan  und Palmisano 1981). Diese Gemeinschaft extremophiler und
extremotoleranter Organismen besteht aus Viren, Bakterien, Mikroalgen, Protozoen

und Metazoen.
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Abb. 2: Schematische Darstellung jungen Meereises mit den vorherrschenden
physikalischen Bedingungen sowie die Verteilung der einzelnen Lebensgemeinschaften
(modifiziert nach Horner 1988).

Viele der im Eis vorkommenden Organismen werden schon wahrend der Eisbildung
eingeschlossen. Durch Wellenbewegung wird Wasser auf die Breieisschicht
aufgetragen. Dieses sickert zurlick in die Wassersaule, wahrend Organismen und
Partikel im Eis zurlickbleiben (Ackermann et al. 1994; Garrison et al. 1983; Garrison et
al. 1989). In 24 Stunden altem Neueis kdénnen so bis zu 50fach hdéhere
Chlorophyllkonzentrationen gemessen werden als im Meerwasser.

Nicht alle Organismen tberleben im Eis. Einige tolerieren die Bedingungen und passen
sich der Umgebung soweit an, dass sie zur Reproduktion fahig sind (Gleiz und Thomas
1993). Andere Arten erreichen im Eis hdhere Zelldichten als bei Bliten im offenen
Wasser (Garrison und Buck 1989). Die Chlorophyllkonzentration im Eis kann bis zu
390fach hoher sein als in der darunter liegenden Wassersaule (Kirst et al. 1991).

Die SIMCO im antarktischen Meereis liefert einen grof3en Teil der Primarproduktion
des Siudpolarmeeres (Staley und Gosink 1999). Damit hat diese
Mikrobengemeinschaft einen starken Einfluss auf die globalen Energiehaushalte sowie
auf Ozean-Atmosphére Interaktionen (Horner et al. 1992).

Dem im Eis eingeschlossenen Phytoplankton steht nur wenig Licht zur Verfugung.
Durch Schneebedeckung und Reflektion des Sonnenlichtes (Albedo) nimmt die

Lichtintensitat in der Eissaule rapide ab (Spindler und Dieckmann 1991).
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Innerhalb des Eises kann zwischen verschiedenen SIMCO-Gesellschaften
unterschieden werden (Abb. 2). Bei Uberspilung der Eisschollen durch
Wellenbewegung kommt es zum Eintrag von Organismen aus dem Meerwasser auf
das Eis. Die zuriickbleibenden Organismen bilden im oberen Bereich der Eissaule die
sogenannte Infiltrationsgesellschaft (Horner et al. 1992). Im Verlauf der Eisneubildung
und Uberschichtung mit Schnee und anderen Eisschollen werden derartige
Gesellschaften in die Mitte der Eissaule verfrachtet und bilden dann sogenannte
Bandergemeinschaften (Abb. 2). Zusammen mit den Organismen, die in dem System
aus Laugenkanalchen vorkommen, stellen sie die sogenannten
Zwischeneisgemeinschaften dar.

Im unteren Teil der Eissaule befindet sich die Bodeneisgesellschaft. Sie besteht aus
Organismen, die aus dem Meerwasser eingewandert sind. Angeheftet am Eis lebt die
sogenannte Untereisgesellschaft (Horner et al. 1988; Horner et al. 1992).

Im kontinentnahen Festeis (Fast-ice) wird der untere Bereich der Eissaule von kleinen
Eisplattchen gebildet. Diese Eisscheiben sind wenige Millimeter dick und kdnnen
Durchmesser von bis zu 15 cm erreichen (Dieckmann et al. 1992). Die Eisplattchen
bilden sich in der Wassersaule und sammeln sich unterhalb des Fest- oder Packeises.
Die locker gepackte Schicht kann Dicken von wenigen Zentimetern bis zu mehreren
Metern erreichen (Foldvik und Kvinge 1974; Kipfstuhl 1991). Der Raum zwischen den
Eisplattchen ist dicht besiedelt. Organismen, die speziell in dieser Region leben,

werden als Plattcheneisgesellschaft bezeichnet (Horner et al. 1992).

2.2 Eisdiatomeen

Die vorherrschende Algengruppe des Meereises sind die Diatomeen. Die Angaben
dber ihre maximalen Abundanzen schwanken zwischen 75% (Garrison et al. 1986) und
88% (Kang und Fryxell 1992). Im Meereis dominieren pennate Diatomeen. Zentrische
Arten sind auch anzutreffen, ihr Anteil ist in der freien Wassersaule hoher (Spindler
und Dieckmann 1991).

In der Eissaule bildet sich eine vertikale Zonierung der Diatomeenarten aus (Bartsch
1989). Im oberen Bereich des Eises sind kleinere Vertreter der Bacillariophyceae,
beispielsweise Chaetoceros sp. und Fragillariopsis sp., zu finden. Die Boden-,
Untereis- und Eisplattchengemeinschaften werden von groReren Arten wie
Actinocyclus sp., Odontella sp. und Amphiprora sp. dominiert. Somit besteht eine
direkte Korrelation zwischen der Algengréfie und dem Durchmesser der Eiskanalchen
(Gunther und Dieckmann 2001).

Lichtbedarf und Nahrstoffangebot fihren ebenfalls zur Zonierung der Algen (Gosselin
et al. 1990; Kirst und Wiencke 1995; Robinson et al. 1998). Weitere Faktoren sind die
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physiologische Anpassungsfahigkeit der Organismen, verschiedene Wachstumsraten,
selektiver Fral3druck der Mikrofauna, selektive Mechanismen und
Planktonzusammensetzung zum Zeitpunkt der Eisbildung (Gleiz et al. 1998).

Ein Zusammenhang zwischen vertikaler Verteilung der Algen im Eis und ihrer
physiologischen Eigenschaften wurde bereits vermutet (McGrath Grossi und Sullivan
1985). Durch Versuche zur osmotischen Adaptation und Temperaturtoleranz ist es
gelungen, einen experimentellen Nachweis Uber den Zusammenhang zwischen
Zonierung und Physiologie der Algen zu erbringen. Die Diatomeen der Unter- und
Bodeneisgesellschaften Amphiprora kufferathii und Corethraon pennatum weisen
geringe Toleranzen gegeniber Veranderungen in Temperatur und Salzgehalt auf.
Diatomeen der Bandergesellschaften wie Chaetoceros sp. und Nitzschia lecontei
tolerieren dagegen grélRere Schwankungen in Temperatur und Salzgehalt, was die

Bedingungen ihrer Lebensraume wiederspiegelt (Plettner 2002).

2.3 Amphiprora kufferathii MANGUIN

Die antarktische Eisalge Amphiprora kufferathii gehoért in der Abteilung der
Heterokontophyta zur Klasse der Bacillariophyceae (Kieselalgen). Diese enthalt zwei
Ordnungen: Die Centrales zeichnen sich im Idealfall durch einen radiarsymmetrischen
Aufbau aus. Die Pennales zu denen die Gattung Amphiprora gezahlt wird, hat einen
bilateralsymmetrischen Aufbau (van den Hoek 1993).

Die Form von Amphiprora kufferathii ist von einem S-férmig geschwungenen Kiel
gepragt, der sich im Lichtmikroskop als Hocker in unterschiedlichen optischen Ebenen

an den Seiten bemerkbar macht. Die Raphe verlauft entlang dieses Kiels (Abb. 3).

&
N
S=

/ § Gurtelbander
/ Valvae
/

Kiel

Abb. 3: Amphiprora sp. in einer dreidimensionalen Darstellung links und in der Giirtel-
bandansicht rechts (modifiziert nach Round et al., 1990).
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Die taxonomische Position von A. kufferathii ist noch nicht entglltig geklart. Reimer
(1975) l6ste die Gattung Amphiprora auf und Ubertrug ihre Vertreter in die Gattung
Entomoneis. Dadurch ist A. kufferathii in einigen Veroffentlichungen unter dem Namen
Entomoneis kufferathii zu finden. Diese systematische Neuordnung ist noch nicht
endgultig abgeschlossen. Hierzu missen noch eingehendere Untersuchungen erfolgen
(Gunther und Dieckmann 2001).

A. kufferathii ist eine dominierende Spezies der Boden- und Untereisgesellschaften
des antarktischen Meereises (Bartsch 1989; Horner et al. 1992; Moro et al. 2000;
Pakhomov et al. 2001; Watanabe et al. 1990). Unter dem Eis wachst die Diatomee in
Ketten (Bartsch 1989; McGrath Grossi et al. 1984), verliert diese Eigenschaft aber
unter Kulturbedingungen. In der Eissaule und im darunter liegenden Wasserkorper ist
A. kufferathii nur vereinzelt anzutreffen (Grossi und Sullivan 1985). In den
Sommermonaten Uberdauert die Alge vermutlich im sogenannten Resteis oder auf
dem Schelfboden (Garrison et al. 1993; Scharek 1991).

Die in dieser Arbeit verwendete Diatomee wurde im Rahmen des ,Winter Weddell Sea
Projektes* (WWSP) 1986 aus Proben der Polarsternexpedition ANT V2/3 isoliert und
seither in der Arbeitsgruppe Meeresbotanik an der Universitat Bremen Kkultiviert.
Zahlreiche 6kophysiologische Untersuchungen sind zusammenfassend in der Arbeit
von Lehmal (1999) aufgeflihrt.

2.4 Eisbakterien

Durch molekularbiologische Verfahren wie der Fluoreszenz in situ Hybridisierung
(FISH) ist es moglich geworden die bakterielle Diversitat eines Lebensraumes zu
erfassen, ohne die Bakterien zuvor isolieren zu mussen (Amann 2000).

In aquatischen Lebensraumen sind Vertreter fast aller bisher beschriebenen
Bakterienabteilungen zu finden (Hugenholtz et al. 1998; Kirchmann 2002). Einen
Uberblick Uber die Verteilung der unterschiedlichen Bakteriengruppen ergaben
Untersuchungen zu ihrem Vorkommen in marinen und limnischen Gewassern. Die
Ozeane werden von Angehorigen der Bacteriodetes-Gruppe dominiert (Gléckner et al.
1999), gefolgt von Alpha- und Gammaproteobakterien (Abb. 4). In Kistenregionen
kann sich das Verhaltnis verschieben, so dass Alphaproteobakterien die dominierende
Gruppe darstellen (Gonzalez und Moran 1997). Betaproteobakterien dominieren
limnische Gewasser (Abb. 4). Sie wurden nur in marinen Lebensrdumen
nachgewiesen, die unter starkem SiRwassereinfluss stehen. Archaea kommen sowohl

limnisch als auch marin, zumeist in geringen Abundanzen, vor (Gléckner et al. 1999).
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Abb.4: Vergleich der Abundanzen der Eubakteriengruppen in marinen und limnischen
Lebensraumen (modifiziert nach Glockner et al. 1999 und Eilers et al. 2000).

Alle typischen marinen Bakteriengruppen kommen auch im Meereis vor (Staley und
Gosink 1999). Wie im Meerwasser dominieren auch im Eis die Bacteriodetes-Gruppe
sowie die Alpha- und Gammaproteobakterien. Gram-Positive Bakterien sowie Arten
aus den Ordnungen Chlamydiales und Verrucomicrobiales wurden im Meereis
ebenfalls identifiziert (Brown und Bowman 2001). Archaea, die im freien Meerwasser
der Antarktis haufiger vorkommen, wurden im Eis nicht (Brown und Bowman 2001)
oder nur selten angetroffen (Brinkmeyer et al. 2003).

Hinsichtlich der Artenzusammensetzung sind groRe Unterschiede zwischen polaren
und anderen Ozeanen zu verzeichnen (Bano und Hollibaugh 2002). Bakterien mit
Gasvakuolen, die einen bedeutenden Anteil des antarktischen Bakterioplanktons
darstellen, sind in anderen marinen Habitaten bisher nicht beschrieben worden
(Walsby 1994).

Bakterien mit Gasvakuolen kommen in 6 der 11 Bakteriengruppen vor, darunter die
Alpha-, Beta-, Gammaproteoroteobakterien sowie Arten der Bacteriodetes-Gruppe
(Gosink und Staley 1995). Den Gasvakuolen wird eine Funktion bei der Regulierung
des Auftriebs zugeschrieben (Walsby 1994). lhr Nutzen und der Grund fir die
Anreicherung von Bakterien mit Gasvakuolen innerhalb der SIMCO ist noch nicht
geklart (Gosink und Staley 1995).

Im antarktischen Meereis konnten viele neue Bakterienspezies gefunden werden
(Staley und Gosink 1999). Darunter zahlreiche psychrophile Arten mit einer optimalen

Wachstumstemperatur unter 15°C. Zu ihnen zahlen Octadecabacter antarcticus
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(Gosink et al. 1997) sowie Arten aus den Gattungen Colwellia, Shewanella,
Pseudomonas, Psychroflexus und Sphingomonas (Staley und Gosink 1999). Bisher
wurden ca. 30 neue Bakterienarten in der Antarktis isoliert, die noch an keinen anderen
Orten gefunden wurden (Michaud et al. 2004).

Im Gegensatz zum Phytoplankton werden Bakterien nicht Gber das Breieisstadium aus
dem Meerwasser im Eis angereichert (Weissenberger und Grossmann 1998).
Dennoch sind die Bakterienzahlen im Eis hoéher als in der freien Wassersaule
(Bowman et al. 1997b). In zahlreichen Untersuchungen zeigte sich eine enge
Korrelation zwischen Bakterienzahl und Chlorophyllkonzentration (Bowman et al.
1999). Es wird angenommen, dass sich wahrend der Eisbildung nur schnellwachsende
oder an Partikel oder Phytoplankton angeheftete Bakterien im Eis ansammeln und so
eine stabile bakterielle SIMCO bilden (Bowman et al. 1997b; Grossmann und Gleiz
1993).

Die Bacteriodetesgruppe ist auch im Meereis dominierend. Vor allem in alteren
SIMCQO’s mit hoher Diatomeendichte nimmt ihre Zahl zu (Brown und Bowman 2001),
insbesondere in Amphiprora sp. dominierten Gesellschaften (Bowman et al. 1997b;
McGrath Grossi et al. 1984). Die Grinde fur das gehdufte Vorkommen dieser
Bakterien in der SIMCO sind noch nicht geklart (Bowman et al. 1998). Es wird
angenommen, dass erhoéhte Nahrstoffverfiigbarkeit und ein gréReres Angebot
verschiedener Oberflachen beispielsweise fur die Kolonisierung einen entscheidenden
Einfluss haben (Delille 1996; Helmke und Weyland 1995). Mdglicherweise bieten
Eisdiatomeen-Gemeinschaften eine Nische sowohl flr epiphytische als auch fir
freilebende, psychrophile Bakterien und kénnte ihr gehauftes Auftreten im Meereis
gegenuber der freien Wassersaule erklaren (Bowman et al. 1997a; Bowman et al.
1997b).

Sowohl die Nord- als auch Siidpolargebiete sind relativ junge Okosysteme und sollten
sich aufgrund ihrer geografischen Distanz unabhangig voneinander entwickelt haben
(Brown und Bowman 2001). Dennoch sind einige Bakterienarten beider Polargebiete
nahe miteinander verwandt. Ein Beispiel sind die Rhodobacteraceae Octadecabacter
antarcticus und Octadecabacter arcticensis (Abb. 12).

Die Polargebiete verbindet eine kalte Tiefseestromung (Eicken 1995). Ob ein
Austausch von Bakterien von Nord- zu Sudpol Uber diese Stromung stattfinden kann,
ist nicht geklart (Brinkmeyer et al. 2003).
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2.5 Bakterien-Diatomeen-Interaktionen

Interaktionen zwischen Mikroalgen und Bakterien reichen von mutualistisch Uber
kommensalisch bis zu parasitisch (Cole 1982). Zahlreiche Assoziationen von
Mikroalgen und Bakterien sind bisher beschrieben und beobachtet worden. Diese
umfassen ,Marine Snow“ (Azam und Long 2001; Kiorboe und Jackson 2001), Biofilme
und Aggregate (Brehm et al. 2003) sowie Bakterien in Algenkulturen (Schafer et al.
2002).

Hauptsachlich werden Mikroalgen als Quelle fir organische Substanzen oder als
Substrat fir angeheftet lebende Bakterien angesehen. Exsudate der Mikroalgen
bestimmen in der sogenannten ,Phycosphare® das Wachstum von Bakterien (Schafer
et al. 2002). Enge Assoziationen mit Bakterien sind bei Dinoflagellaten (Alverca et al.
2002; Biegala et al. 2002; Imai und Nishitani 2000), Diatomeen (Ashen und Goff 2000;
Riemann et al. 2000; Schafer und Schmid 1993) und Cyanobakterien (Brehm et al.
2003) beobachtet worden.

Endosymbiotische Bakterien kommen sowohl bei Dinoflagellaten (Alverca et al. 2002)
als auch bei Diatomeen vor (Schmid 2003a; Schmid 2003b).

Auch innerhalb der SIMCO sind Diatomeen-Bakterien-Gemeinschaften beobachtet
worden, beispielsweise mit Amphiprora kufferathii (McGrath Grossi et al. 1984; Sullivan
und Palmisano 1984).

In einer Studie von 1984 waren fast 54% aller angeheftet lebenden Bakterien auf
Amphiprora kufferathii zu finden. Es schien, dass diese Art bevorzugt von Bakterien
besiedelt wurde. Da die Algen trotz dichter Besiedlung offenbar nicht beeintrachtigt
werden, ist eine bakterielle Attacke ausgeschlossen worden (Sullivan und Palmisano
1984).

Verschiedene Interaktionen zwischen A. kufferathii und den Bakterien werden in
Betracht gezogen. Es wird vermutet, dass die Bakterien an abgestorbene Biomasse
gebundene Mineralstoffe remobilisieren und umgekehrt von der Alge organische
Substanzen in Form von Polysacchariden erhalten (Sullivan und Palmisano 1984).
Bisher wurden die Interaktionen zwischen Eisdiatomeen und epiphytischen Bakterien
noch nicht untersucht. Dies mag vor allem am Mangel an geeigneten Modellsystemen
liegen. Die Interaktionen zwischen Bakterien und Diatomeen koénnen weit
umfangreicher sein. Schriek (2000) postulierte im Rahmen von Untersuchungen zum
Oxidationsschutz bei A. kufferarhii eine Beteiligung der epiphytischen Bakterien an der
Beseitigung von Wasserstoffperoxid. Hierzu ist eine genauere Untersuchung des

Oxidationsschutzes der Diatomee und der Epibakterien notwendig.
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3 Oxidativer Stress

3.1 Reaktive Sauerstoffspezies in hoheren Pflanzen

Bei aerober Lebensweise kommt es zur Bildung von reaktiven Sauerstoffverbindungen
(reactive oxygen species = ROS). ROS entstehen wahrend der Photosynthese, der
Atmung in den Mitochondrien (Rich und Bonner 1978) sowie in Microbodies wie
Oleosomen (Elstner und Osswald 1994).

In grunen Pflanzen sind die Chloroplasten der Ort mit der hdchsten Produktion von
ROS. Bei Anregung des Chlorophylls Gber den Singulettzustand hinaus kann es in den
sogenannten Triplettzustand Ubergehen (Heldt 1999). Dies flhrt in einer Folgereaktion
mit Sauerstoff zu einem Singulettzustand ('O,). Singulettsauerstoff ist sehr reaktiv und
reagiert mit zahlreichen Biomolekilen (Arora et al. 2002). Singulettsauerstoff kann
nicht aktiv entfernt, aber seine Bildung kann reduziert werden. Dies geschieht durch
Regulation der Anregungsenergie (Excitonen) Uber Light-harvesting-Komplexe (LHC)
oder durch Ableitung der Energie auf Carotinoide (Arora et al. 2002).

Am Ende der Elektronentransportkette des Photosystems | (PS |) werden bei einem
hohen Reduktionsgrad des Ferredoxins Elektronen auf Sauerstoff tibertragen (Mehler-
Reaktion) (Heldt 1999; Mehler 1951). Bei diesem Prozess entsteht das
Superoxidradikal (O,’s). Es gibt Hinweise auf eine Freisetzung von Superoxidradikalen
bei hohen Lichtintensitaten auch am Photosystem Il (PS Il) (Landgraf et al. 1995).
Superoxid kann in hdheren Konzentrationen einen zyklischen Elektronentransport am
PS | auslésen (Asada 1994). Zudem ist es in der Lage, metallhaltige Enzyme wie
Nitrat-Reduktase, Katalase oder Peroxidasen zu hemmen (Asada und Takahashi
1987). Durch Superoxid kommt es zur Reduktion von Metallionen wie Fe** und Cu?*
(Abb 4). Weitere Schadigungen treten auf, wenn Superoxidradikale in das
Thylakoidlumen diffundieren und dort aufgrund des vorherrschenden niedrigen pH zu
Perhydroxylradikalen protoniert werden. Perhydroxylradikale oxidieren Lipide und rufen
so Membranschadigungen hervor (Asada und Takahashi 1987).

Superoxid kann an der Stroma-Membran Uber enzymatische oder nichtenzymatische
Prozesse zu Wasserstoffperoxid (H>O,) disproportioniert werden. H,O, ist eine nicht
radikale, reaktive Sauerstoffverbindung und hemmt in Konzentrationen von 1 uM
thiolmodulierte Enzyme des Calvin-Zyklus (Charles und Halliwell 1981; Polle 1996;
Tanaka et al. 1982). Ab 10 uM H,O, wird die CO,-Fixierung inhibiert (Kaiser 1979).
Wasserstoffperoxid ist in der Lage, mit den durch das Superoxid reduzierten
Metallionen das Hydroxylradikal (¢OH) zu bilden (Abb. 5) (Haber-Weiss-Reaktion)
(Arora et al. 2002). Das Hydroxylradikal ist duRRerst aggressiv und schadigt Lipide,
Proteine und DNS (Mishra und Singhal 1992; Shah et al. 1992). Es kann nicht aktiv, d.
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h. auf enzymatischem Wege beseitigt werden (Halliwell und Gutteridge 1999).
Allerdings gibt es Hinweise, dass phenolische Substanzen in der Lage sind, die
Hydroxylradikalbildung zu unterdriicken (Burkitt und Duncan 2000). Es wurde gezeigt,
dass auch Glutathion mit Hydroxylradikalen reagiert (Arora et al. 2002).

3.2 Wasserstoffperoxid in der Antarktis

Wasserstoffperoxid ist in Wasser l6slich und kann in aquatischen Lebensraumen
angereichert werden (Weller und Schrems 1993). Innerhalb der Wassersaule nimmt
die H,0,-Konzentration mit zunehmender Tiefe ab. An der Oberflaiche sind
Konzentrationen zwischen 10 und 400 nM messbar, wahrend mit zunehmender Tiefe
die Konzentrationen unter 1 nM sinkt. Es zeigte sich eine enge Korrelation mit dem
Salzgehalt und mit der Dichte des Wassers (Abele ef al. 1999; Resing et al. 1993).
Wasserstoffperoxid kann Uber drei Wege in das Meereis gelangen. Durch Schneefall
werden Aerosole wie H,O, aus der Atmosphare geldst und im Schnee gebunden
(Kamiyama et al. 1996). Dabei variiert der Eintrag durch die Atmosphare jahreszeitlich:
Die H,0O,-Konzentrationen steigen im antarktischen Sommer und sinken im Winter.
Damit spiegelt der Wasserstoffperoxidgehalt im Schnee die Aktivitat ultravioletter
Strahlung (UVR) im Jahresgang wieder (Kamiyama et al. 1996). Studien an Inland-
Eisbohrkernen zeigten, dass die H,O,-Konzentrationen in den vergangenen 20 Jahren
stark angestiegen sind und mit dem Auftreten des antarktischen ,Ozonlochs*
korrelieren (Sigg und Neftel 1991). Zudem konnte ein 19-42% Anstieg der H,O,-
Konzentration wahrend eines Abfalls des stratospharischen Ozons von 336 auf 151
Dobson Units gezeigt werden (Yocis et al. 2000).

Wasserstoffperoxid ist ein Intermediat oder ein Produkt bei Reaktionen von Sauerstoff
mit organischen Substanzen (Cooper und Zika 1983; Karl und Resing 1993; Scully et
al. 1996; Zafiriou 1983) und kann auch auf diese Weise in das Meereis eingetragen
werden. Ausserdem entstent H,O, durch die Stoffwechselaktivitat von SIMCO-
Organismen und reichert sich im Eis an (Palenik et al. 1987).

Meines Wissens liegen Wasserstoffperoxid-Daten von Bohrkernen aus dem Packeis
nicht vor. Es ist jedoch anzunehmen, das durch Austauschprozesse die H,0O,-

Konzentration im Oberflachenwasser mit denen der unteren Eisschichten korrelieren.
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4 Oxidationsschutz

4.1 Enzymatischer Oxidationsschutz in Pflanzen

Mit Auftreten des aeroben Stoffwechsels und der Anreicherung von Sauerstoff in der
Atmosphare mussten die Organismen im Laufe der Evolution Methoden entwickeln, mit
denen die reaktiven Sauerstoffverbindungen aktiv oder passiv beseitigt werden
konnten.

Superoxid-Dismutase  (SOD, EC 1.15.1.1) baut Superoxidanionen zu

Wasserstoffperoxid und Sauerstoff ab (Abb. 5). Bislang ist kein weiteres Enzym
bekannt, das Superoxid angreift (Bowler et al. 1992). Bis auf wenige Ausnahmen ist es
in allen aeroben Organismen und in allen zellularen Kompartimenten vorhanden, in
denen ROS vermehrt auftreten (Bannister et al. 1987; Fridovich 1989).

Es konnen drei verschiedenen SOD-Formen unterschieden werden, die Uber ihre
Metall-Kofaktoren charakterisiert werden (Bannister et al. 1987). Mangan-SOD
(MnSOD) ist bei Pflanzen im Allgemeinen in den Mitochondrien und Peroxisomen
lokalisiert (Bowler et al. 1992). Jingere Untersuchungen haben Hinweise auf
cytosolische MnSOD geliefert (Hernandez et al. 2000). Kupfer/Zink-SOD (Cu/Zn-SOD)
befindet sich hauptsachlich im Cytosol (Hernandez et al. 1999; Hernandez et al. 2000),
wurde aber auch in Chloroplasten (Hernandez et al. 1999) und in Mitochondrien
(Hamilton und Heckathorn 2001) nachgewiesen. Eisen-SOD (FeSOD) wird zumeist in
Chloroplasten gefunden, konnte aber auch im Cytosol (Arora et al. 2002), in den
Mitochondrien (Salin 1988) sowie in Peroxisomen (Arora et al. 2002) detektiert werden.
Alle Algen besitzen eine MnSOD und eine FeSOD, aber keine Cu/ZnSOD (Bowler et
al. 1992; Kanematzu und Asada 1989). Cu/ZnSOD wurde bisher hauptsachlich in
héheren Pflanzen sowie im Tierreich nachgewiesen (Bannister et al. 1987). Diese
phylogenetische Verteilung fihrte zu der Schlussfolgerung, dass die MnSOD und
FeSOD urspriingliche Enzyme sind und die Cu/ZnSOD erst kurz vor Beginn der
Eukaryoten-Linie auftrat. Das bedeutet, dass die SOD im Laufe der Evolution zweimal

unabhangig voneinander entwickelt wurde (Bowler et al. 1992).
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Abb. 5: Bildung und Abbau von Superoxid, Wasserstoffperoxid und Hydroxylradikal in
Pflanzenzellen. Die Oxidationszahlen sind in romischen Ziffern angegeben.

Katalase (CAT, EC 1.11.1.6) ist ein Tetramer, zusammengesetzt aus vier gleichen
Untereinheiten. Jedes Katalase-Monomer besitzt eine GrofRe von ca. 60 kDa und tragt
eine Ham-Gruppe (Willekens et al. 1995). Die Ham-Gruppen liegen in unpolaren
Taschen, die durch kleine Kanale mit der Oberflache verbunden sind (Halliwell und
Gutteridge 1999). Diese Anordnung verhindert, dass Molekiile, die groRer sind als
Wasserstoffperoxid, Zugang zum aktiven Zentrum erlangen. Gewdhnlich tragt jede
Untereinheit ein NADPH-Molekul.

Im Rahmen molekularbiologischer Charakterisierungen der Pflanzenkatalasen wurden
in Zea mays drei Isoenzyme identifiziert (CAT-1, CAT-2, CAT-3). Im Gegensatz zu
Saugetierkatalasen werden Pflanzenkatalasen in mehr als einem Gen kodiert
(Scandalios 1994). Mit Ausnahme der CAT-3 von Z. mays sind alle anderen Katalasen
in den Peroxisomen lokalisiert (Willekens et al. 1995).

Der Reaktionsmechanismus der Katalase ist in Ansatzen vergleichbar mit dem der
SOD. Grundsatzlich handelt es sich um eine Dismutierung (Disproportionierung),
wobei von zwei Wasserstoffperoxidmolekilen eines zu Wasser reduziert und das
andere zu reinem Sauerstoff (O;) oxidiert wird (Abb. 5) (Halliwell und Gutteridge 1999).
Nicht alle Organismen besitzen Katalasen. So konnte in einigen Bakterien und
Cyanobakterien sowie in Euglenophyceae keine Katalaseaktivitat gefunden werden
(Halliwell und Gutteridge 1999). Auch von Diatomeen wird angenommen, dass sie
keine Katalasen besitzen (Gross 1993).

Ascorbat (AsA) ist in den Chloroplasten, dem Cytosol und den Vakuolen in hohen
Konzentrationen zu finden (Polle et al. 1990) und ist wohl das wichtigste Antioxidanz in

Pflanzen (Arora et al. 2002). Acorbat reagiert mit Wasserstoffperoxid zu
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Monodehydroascorbat (H,O, + 2AsA — 2H,0 + 2MDAsA). Dieses kann durch das
Ferredoxin des PS | wieder zu Ascorbat reduziert werden (Heldt 1999).

Die Oxidation des Ascorbates wird durch die Ascorbat-Peroxidase (APX, EC 1.11.1.11)
katalysiert (Abb 5). APX-Aktivitat wurde hauptsachlich im Cytosol (Chen und Asada
1989) aber auch in Mitochondrien (Anderson et al. 1995) nachgewiesen. In den
Chloroplasten sind sowohl SOD als auch Ascorbat-Peroxidase membrangebunden. So
kann das von der SOD gebildete H,O, direkt von der Ascorbat-Peroxidase beseitigt
werden (Neubauer und Schreiber 1989).

Glutathion (reduzierte Form: GSH) ist die wohl haufigste niedermolekulare
Schwefelverbindung in Pflanzen (Foyer et al. 1997). Es ist am Schutz von
Thiolgruppen von Enzymen und an der Ascorbatregeneration beteiligt. AuRerdem
reagiert es mit Superoxid Anionen und mit Hydroxyl-Radikalen (Arora et al. 2002).

Mehler Reaktion i
PS | —> O,

H+
SOD

NADPH+H?

NADP*

3ij
H,O

Abb. 6: Asada-Halliwell-Weg zum Abbau von Wasserstoffperoxid. HO, kann auf drei Wegen
enzymatisch abgebaut werden: 1) Abbau durch APX, wodurch Monodehydroascorbat (MDH)
entsteht. MDH reagiert entweder mit reduziertem Ferredoxin (Fd..q) zu Ascorbat, oder wird
nichtenzymatisch zu Dehydroascorbat (DHA) umgewandelt. DHA wird in der DAH-Reduktase
(DAHR) katalysierten Reaktion liber reduziertes Glutathion (GSH) wieder zu Ascorbat oxidiert. 2)
Umsetzung des H,O; iiber Glutathion-Peroxidase (GPX) unter Oxidation von GSH zur oxidierten
Form des Glutathions (GSSG). GSSG wird liber die Glutathion-Reduktase (GR) erneut zu GSH
reduziert. 3) Katalase katalysierte Reaktion von H;O; zu Wasser (Arora et al. 2002; Heldt 1999;
Mallick und Mohn 2000).
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GSH wird von der Glutathion-Peroxidase (GPX, EC 1.11.1.9) als Substrat zum Abbau
von Wasserstoffperoxid genutzt (Abb. 6). Bei Pflanzen ist GPX bisher in den
Mitochondrien und im Cytosol nachgewiesen worden (Rennenberg 1982). Beim Abbau
von Wasserstoffperoxid Uber Glutathion-Peroxidase wird das GSH zu
Glutathiondisulfid (GSSG) oxidiert (H,O, + 2GSH — GSSG + 2H,0). Diese oxidierte
Form des Glutathions wird Uber die Glutathion-Reduktase (GR, EC 1.6.4.2) wieder in
die GSH-Form uberfiihrt (Abb. 6).

4.2 Oxidationsschutz in Diatomeen

Bisher sind nur wenige Studien zum Oxidationsschutz von Diatomeen durchgefuhrt
worden (Rijstenbil 2003). Die benthische Art Cylindrotheca closterium (Pennales)
besitzt Ascorbat-Peroxidase und Monodehydroascorbat-Reduktase (Rijstenbil 2003).
In der planktischen Art Ditylum brightwelli wurden Superoxid-Dismutase und
Glutathion-Reduktase identifiziert (Rijstenbil 2001).

Mit dem Nachweis dieser Schlisselenzyme kann angenommen werden, dass der
Asada-Halliwell-Weg (Abb. 6) zur Entgiftung von Wasserstoffperoxid auch in
Diatomeen ablauft. Untersuchungen zur Lokalisierung der Enzyme wurden bisher nicht
durchgeflhrt.

Schriek (2000) flhrte erste Untersuchungen zur Ausstattung von Chaetoceros sp.
(Centrales) und A. kufferathii (Pennales) mit Oxidationsschutzenzymen durch. Beide
Eisdiatomeen enthielten Superoxid-Dismutase, Glutathion-Peroxidase und Glutathion-
Reduktase. A. kufferathii hat drei Superoxid-Dismutase Isoenzyme, sie wiesen
Molekulargewichte von 46 kDa (SOD1), 41kDa (SOD-2) und 15kDa (SOD-3) auf. Bei
SOD-1 und SOD-2 handelt es sich um MnSOD, SOD-3 wurden als FeSOD identifiziert
(Schriek 2000).

Die in A. kufferathii gefundene Glutathion-Peroxidase wies hohe pH-Optima zwischen
9 und 10 und ein Temperaturoptimum von 45°C auf. Eine Grdssenbestimmung und
Charakterisierung von eventuellen Isoenzymen erfolgte nicht. Die Glutathion-
Reduktase in A. kufferathii hatte eine Gréf3e von 70 kDa. Das pH-Optimum lag bei 8,0
und wies ein breites Temperaturoptimum zwischen 35° und 45°C auf. Ascorbat-
Pereoxidase konnte nicht nachgewiesen werden (Schriek 2000).

Untersuchungen zur Lokalisierung der einzelnen Oxidationsschutzenzyme in
A. kufferathii wurden nicht durchgefuhrt. Der Nachweis von Katalase in Diatomeen
steht weiterhin aus (siehe hierzu Abschnitt D 2.2.2).
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4.3 Oxidationsschutz in Bakterien

Mit Beginn der Anreicherung der Atmosphare mit Sauerstoff mussten die Bakterien
antioxidative Schutzmechanismen entwickeln oder auf anaerobe Lebensraume
beschrankt bleiben (Aldsworth et al. 1999). Die wichtigsten Oxidationsschutzenzyme in
Bakterien sind Superoxid-Dismutasen und Katalasen (Farr und Kogoma 1991;
Loprasert et al. 1996; Strohmeier Gort und Imlay 1998). In Escherichia coli wurden
sowohl MnSOD und FeSOD als auch Cu/ZnSOD nachgewiesen (Benov und Fridovich
1995).

In Bakterien sind bisher zwei Katalasen bekannt. Sie werden als Hydroperoxidase |
(HPI) und Hydroperoxidase Il (HPII) bezeichnet (Halliwell und Gutteridge 1999). HPI ist
ein bifunktionales Enzym, das sowohl Katalase- als auch Peroxidase-Eigenschaften
besitzt (Claiborne und Fridowich 1979; Loewen 1996). Diese Katalase-Peroxidase ist
ein tetrameres Enzym mit Untereinheiten von je 81 kDa. Jede Untereinheit besitzt eine
Ham-Gruppe (Gonzéalez-Flecha und Demple 1997).

HPII ist eine monofunktionale Katalase (Claiborne et al. 1979; Loewen et al. 1985), die
modifizierte HAm-Gruppen tragt (Loewen 1996). Diese Katalase besteht ebenfalls aus
vier Untereinheiten, diese haben aber eine Gréle von 78 kDa (Gonzalez-Flecha und
Demple 1997).

Im Gegensatz zu Eukaryoten besitzen Bakterien kein Ascorbat und somit auch keine
Ascorbat-Peroxidase (Puzon et al. 2002; Standeven und Wetterhahn 1991). In
Cyanobakterien konnte Ascorbat-Peroxidase hingegen nachgewiesen werden (Asada
1992).

Die Entgiftung von ROS, beispielsweise Wasserstoffperoxid, erfolgt in Bakterien
hauptsachlich abiotisch Uber Glutathion (Puzon et al. 2002). Glutathion wurde bisher
vor allem in Gram-negativen Bakterien gefunden (Li et al. 2003). Neben der
Beseitigung von ROS ist Glutathion auch an der Abwehr von osmotischem Stress
(Smirnova et al. 2001) und der Eliminierung toxischer, elektophiler Substanzen beteiligt
(Ferguson 1999).
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5 Zielsetzung

Assoziationen zwischen Eisdiatomeen und Epibakterien sind bereits seit langem
bekannt. Die Wechselwirkungen zwischen beiden Organismen wurden bisher noch
nicht eingehend untersucht. Schriek (2000) postulierte eine Beteiligung der
epiphytischen Bakterien am Oxidationsschutz von Amphiprora kufferathii.

Die Uberpriifung dieser Hypothese ist das Hauptziel dieser Arbeit. Hierzu mussten
mehrere Fragen bearbeitet werden.

1. Um welche Bakterienarten handelt es sich in der Mischkultur?

2. Entspricht die Artenzusammensetzung und Verteilung den Verhaltnissen im
antarktischen Meereis?

3. Kann die Mischkultur als Modellsystem zur Untersuchung der
Wechselwirkungen herangezogen werden?
Konnen die epiphytischen Bakterien externes Wasserstoffperoxid abbauen?
Gibt es weitere Wechselwirkungen?

6. Wie sind Amphiprora kufferathii und die Epibakterien miteinander verbunden?

Zur Identifizierung der Bakterien wurden sowohl kulturabhangige als auch
kulturunabhangige Methoden angewendet. Neben der Isolierung von Bakterien wurde
eine Klonbank der 16S-rRNS Gene aus der Mischkultur angelegt. Durch die
Sequenzierung der 16S-rRNS Gene aus den Isolationsversuchen und der
Klonierungen konnte eine phylogenetische Zuordnung der Bakterien erfolgen.

Die Frage nach den Verhaltnissen der Artenverteilung in der Mischkultur wurde uber
Fluoreszenz in situ Hybridisierung beantwortet. Aus den so gewonnenen Daten konnte
eine Aussage Uber die Verwendbarkeit der Mischkultur als Modellsystem getroffen
werden.

Um den Einfluss der Bakterien auf den Oxidationsschutz der Alge zu untersuchen
wurde eine Methode zur Messung von Wasserstoffperoxid im marinen Kulturmedium
etabliert. Um vergleichende physiologische Experimente zum Abbau von
Wasserstoffperoxid durchfiihren zu kénnen, musste eine axenische Kultur von A.
kufferathii hergestellt werden. Die Beteiligung der Epibakterien am Oxidationsschutz
der Alge wurde durch Verfolgen des Abbaus von extern zugefligtem und durch Stress
induziertem Wasserstoffperoxids untersucht.

Weitere Wechselwirkungen sollten durch vergleichende Versuche zum osmotischen
Stress, zum Temperaturstress und unter Nahrstoffmangel gezeigt werden. Die Art der
Anheftung zwischen A. kufferathii und den epiphytischen Bakterien wurde

elektronenmikroskopisch untersucht.
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B Material und Methoden

Chemikalien und Gase

Alle verwendeten Primer und Sonden fir die Fluoreszenz in situ Hybridisierung wurden
von Thermo Hybaid (UIm) bezogen. Wenn nicht anders angegeben wurden Chemikalien
von Merck (Darmstadt) verwendet. Die Gase flir die Gaschromatographie wurden von

Messer-Griesheim (Ritterhude) geliefert.

1 Kultivierungsmethoden

1.1 Kultivierung von Amphiprora kufferathii

Die Kultivierung von A. kufferathii erfolgte in mit WIMEX® (Tabelle 1, Wimex, Krefeld)
hergestelltem synthetischem Meerwasser (34PSU). Das Medium wurde mit Nahrstoffen
fur pf/2-Medium (=Standardmedium) nach Guillard (1975) angereichert (Tabelle 2).

Tabelle 1: Zusammensetzung des WIMEX-Salzes zur Herstellung von synthetischem
Meerwasser (http://www.wiegand.de).

Element Menge Element Menge
CL 19,8 g/l w 92 ng/l
Na 11 g/l Mn 90 ngl/l
S04 2,8 gl Fe 75 ng/l
Mg 1,3 g/l Zr 28 ngl/l
Ca 431 mgl/l Ga 22 ngll
K 410 mgl/l Pb 19 ng/l
Br 72 mgl/l Y 13 ngll
Sr 8 mgl/l Hf 7 ngll
B (H3BO3) 5 mgll Au 5 ngl/l
Si 3 mgl/l La 4 ngl/l
F 1,3 mgl/l Ce 3 ng/l
Li 174 g/l Ta 3 ng/l
Rb 123 g/l Ge 4 ngl/l
Ba 12 g/l Co 3 ngll
Mo 10 g/l Nd 2 ngl/l
J 5 g/l Ag 2 ngl/l
As 2 g/l Hg 1 ng/l
\Y 1 pgll Dy 871 pgll
Ti 984 ngll Er 871 pgll
Sn 779 ng/l Gd 825 pg/l
Al 103 ngl/l Yb 769 pg/l
Ni 410 ngl/l Sc 615 pg/l
Cs 308 ngl/l Pr 574 pgll
Zn 297 ngl/l Sm 564 pgll
Cu 205 ngl/l Tm 144 pgll
Cr 185 ng/l Cd 103 pgl/l
Sb 154 ngl/l In 103 pgl/l
Se 113 ng/l Bi 27 pg/l
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Tabelle 2: Hauptnédhrstoffe, Spurenmetalle und Vitamine der B-f/2-Nahrlésung (Guillard
1975).

Hauptnahrstoffe Formel g/ 100ml pumol/I
Stammisg. Medium
Natriumnitrat (Riedel de Haén) NaNO; 7,5 88
Natriumhydrogenphosphat Monohydrat  NaH,PO,*H,0 0,5 36,3
Natronwasserglas (Riedel de Haén) Na,SiO3;#9H,0 3,0 107

Spurenmetalle

Eisen(lll)-citrat FeCeHs50- 0,3 8,9
Citronensaure Monohydrat CgHgO7+H,0 1,68 80,1
Kupfersulfat Pentahydrat CuS0,#5H,0 9,8+10™ 0,04
Zinksulfat Heptahydrat ZnS04*7H,0 0,0022 0,08
Kobaltchlorid Hexahydrat (Riedel de Haén, CoCl,*6H,0 0,001 0,05
Deisenhofen)

Manganchlorid Tetrahydrat MnCly*4H,0 0,018 0,9
Natriummolybdat Dihydrat NaMoO,*2H,0 6,3+10™ 0,03
Vitamine

Thiamin*HCI (Serva, Heidelberg) 1,0¢10°  2,97%107
Biotin 1,0¢10°  2,5¢10°
Cyanokobaltamin 0,02 3,69%107°

Aus den Hauptnahrstoffen, Spurenmetallen und Vitaminen wurde je eine separate
Stammldsung hergestellt.

Als Puffersubstanz diente 0,66 g/l Glycylglycin. Natriumhydrogenkarbonat (0,2 g/l, Riedel
de Haén) wurde als Kohlenstoffquelle beigefligt. Der pH wurde mit NaOH auf einen Wert
zwischen 7,8 und 8,0 eingestellt. Die Sterilfiltration bestand aus einem Vorfilter (Sartopure
PP2 3um, Sartorius, Goéttingen) und einem Sterilfilter (Sartobran P 0,45 und 0,2 um,

Sartorius, Goéttingen).
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Tabelle 3: Zusammensetzung des Standardmediums (Bf/2-Medium). Menge der
Stammlésungen, die zu 10 | WIMEX-L6sung gegeben wurden.

Stammldsung / Substanz

Natriumnitrat (Stammlésung) 10 ml
Natriumhydrogenphosphat (Stammldsung) 10 ml
Natronwasserglas (Stammldsung) 10 mi
Spurenmetalle (Stammldsung) 10 mi
Vitamine 10 ml
Natriumhydrogenkarbonat 29

Glycylglycin 6,69

Die Kulturen wurden in Erlenmeyerkolben (250-5000 ml) bei 0+0,5°C in modifizierten
TiefkUhltruhen (Comfort Plus, Siemens) sowie in einem Kuhlraum gehalten. Die
Lichtintensitét lag bei ~30 umol Photonen x m? x s™ (Leuchtstoffréhre: Lumilux de Luxe,
L36W/12-950, Osram, Berlin) und einem Licht-Dunkel-Rhythmus von 12 h hell / 12 h
dunkel. Die Algenkulturen wurden taglich durch manuelles Schwenken der KulturgefalRe
bewegt. Nach einer bis zwei Wochen erfolgte ein Wechsel des Mediums: die Diatomeen
wurden bei 320 g fir 5 Minuten zentrifugiert (Minifuge GL 4400 mit Schwenkrotor 2150,
Heraeus, Osterode), das Medium unter einer Sicherheitssterilbank (Inter Med, MDH Ldt.,
Andover, England) abgesaugt und durch frisches Medium ersetzt. Dieser Vorgang wurde
vor dem Umfillen in neue sterile Erlenmeyerkolben dreimal wiederholt (waschen).

Dadurch wurden Zelltrimmer ausgespllt sowie freilebende Bakterien reduziert.

1.2  Kultivierung der Bakterien

Die Kultivierung der Bakterien erfolgte in Standardmedium (Tabelle 3), welches mit 10 g
Pepton und 5 g Hefeextrakt angereichert wurde. Anstelle einer Sterilfiltration wurde das
Medium autoklaviert. Zur Kultivierung in Petrischalen wurde dem Medium vor der

Autoklavierung 1 g / 100 ml Agar (Serva, Heidelberg) hinzugegeben.

1.3 Definiertes Medium fur Nahrstoffmangelversuche
Fir die Experimente zum Einfluss der epiphytischen Bakterien auf die
Nahrstoffumsetzung  innerhalb  der  Mischkulturen  wurde ein  definiertes

Meerwassermedium nach Bidwell und Spotte (1985) verwendet.
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Tabelle 4: Definiertes Meerwassermedium nach Bidwell und Spotte (1985).

Nahrsalze Formel g/l
Magnesiumchlorid Hexahydrat (Riedel de Haén, Deisenhofen) MgCl,*6H,0 9,8
Kaliumchlorid KCI 0,67
Natriumbromid NaBr 0,077
Nartiumhydrogencarbonat (Fluka, Deisenhofen) NaHCO; 0,18
Calciumchlorid Dihydrat (Fluka, Deisenhofen) CaCl,*2H,0 1,63
Strontiumchlorid Hexahydrat SrCly*6H,0 0,04
Natriumfluorid NaF 0,003
Kaliumiodit IK 6,6x10™
Magnesiumsulfat Heptahydrat MgSO,*7H,O0 6,92
Borsaure H3;BO3 0,027
Natriumchlorid NaCl 30

Das Medium wurde in entmineralisiertem Wasser angesetzt. Die Einstellung des
Salzgehaltes auf 34 PSU erfolgte mit Natriumchlorid. Das Medium wurde mit den
Nahrstoffen (Tabelle 3) angereichert. Mangelmedien wurden durch Weglassen der
einzelnen Nahrstoff-Stammldsungen hergestellt. Der pH-Wert wurde mit Natriumhydroxid

auf 7,8 - 8,0 eingestellt. Es erfolgte eine Sterilfiltration wie in Abschnitt 1.1 beschrieben.

1.4 Herstellen einer axenischen Kultur von Amphiprora kufferathii

Um eine bakterienfreie Kultur von A. kufferathii herzustellen, wurden sowohl mechanische
Verfahren als auch Antibiotika angewendet. Um die Epibakterien von der Alge zu trennen
wurde die Mischkultur durch 100% Percoll zentrifugiert (4000 x g, 0°C, 20 min., Minifuge
GL 4400 mit Schwenkrotor 2150, Heraeus, Osterode). Danach wurde das Pellet in
Standardmedium Uberfihrt und zur Kontrolle des Bakterienbewuchses mikroskopiert.

Vor Beginn dieser Arbeit wurde innerhalb der Arbeitsgruppe Meeresbotanik versucht A.
kufferathii auf Festmedium zu kultivieren (Standardmedium ,15 g Agar/ml). Ziel war es
kolonienbildende Strukturen der Alge so lange zu transferieren, bis eine axenische Kultur
entstanden ist.

Bis zum Jahr 2002 waren wahrscheinlich alle Kulturen von A. kufferathii mit Bakterien
behaftet. Vorangegangene Versuche, die Alge von den Bakterien mit einem Gemisch aus
Penicillin  (C4¢H17N2O4SK, 2,5 - 60 mg/ml), Streptomycin (1,25 - 30 mg/ml) und
Chloramphenicol (0,25 - 6 mg/ml) zu befreien (Rosowski und Hoshow 1973), waren ohne
Erfolg. Das Antibiotikum Ampicillin (C46,H1s,N3O4SNa, Serva, Heidelberg) zeigte
schlief3lich Wirkung. Um eine erneute Besiedlung der Algen mit Bakterien zu verhindern,

wurde eine Stammkultur mit 2 mg/ml Ampicillin gehalten.
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Versuchskulturen wurden nach dem Absetzen von Ampicillin regelmafig mikroskopisch
unter Anfarbung mit 4',6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma, Taufkirchen) auf
erneuten Bakterienbefall untersucht. Dazu wurde ca. 10 ul der Algenkultur mit 1 pl einer
1 pg/ml DAPI-Lésung gemischt und unter dem Fluoreszenzmikroskop (Axioplan 2, Zeiss,

Jena) betrachtet (Anregung: 360 nm, Emission: 460 nm).

1.5 Medien fir Isolationsversuche

Um aus der Mischkultur gezielt Bakterien zu isolieren wurden auf das Standardmedium
(Abschnitt 1.1) basierende, selektive Medien mit verschiedenen Kohlenstoffquellen
hergestellt. Das Grundmedium enthielt kein Natriumhydrogenkarbonat und kein

Glycylglycin.

Tabelle 5: Aufstellung der fiir die Isolationsversuche verwendeten Kohlenstoffquellen.

Kohlenstoffquelle g/l Agar g/l
Saccharose 2 10
Mannose 2 10
Glycylglycin (Biomol, Hamburg) 2 10
Fleischextrakt 2 10
Pepton 2;1;05;0,2 10
Hefeextrakt 2;1;05;0,2 10
Agar 10

1.6 Lichtmikroskopie
Vor dem Umsetzen wurden die Algenkulturen lichtmikroskopisch (600x) inspiziert. Um
Bakterienbefall zu kontrollieren, wurden Proben aus den Kulturen mit Lugolscher Lésung

gefarbt:

Tabelle 6: Zusammensetzung der Lugolschen Lésung (200 ml).

Jodkalium 20g
Jod 15¢g
Eisessig 20g

Zu 1 ml Probe wurden ca. 50 pl der Lugolschen Lésung gegeben. Vormals axenische

Kulturen von A. kufferathii, die erneuten Bakterienbefall zeigten, wurden verworfen.
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1.7 Bestimmung der Zelldichte und Wachstumsraten in Algenkulturen

Die Zelldichte der Algenkulturen wurde mit einem Coulter Counter (Z2, Beckmann-
Coulter, Krefeld) bestimmt. Das Messprinzip beruht auf der Anderung des elektrischen
Widerstandes bei Passage eines nichtleitenden Partikels durch eine Offnung in einer
ebenfalls nichtleitenden Kapillare. Die verwendete Kapillare hatte einen Durchmesser von
100 ym. Die Proben wurden vor der Messung 1:10 mit ISOTON® (Beckmann-Coulter,
Krefeld) verdiinnt. Das gemessene Volumen betrug 0,5 ml. Der Zahlbereich lag zwischen
7,0 und 23,0 um. Die gewonnenen Daten wurden mit dem Program Coulter AccuComp
2.01 (Beckmann-Coulter, Krefeld) ausgewertet.

Die Berechnung der spezifischen Wachstumsraten erfolgten nach der Formel
M = [In(C4/Cy)] / [T4-To] (Hazzard et al. 1997), wobei p die spezifische Wachstumsrate, T,
der Zeitpunkt der Messung und T, der Zeitpunkt der vorangegangenen Messung darstellt.

C4 und Cq sind die Ergebnisse der Zahlung zu den entsprechenden Zeitpunkten.

1.8 Bestimmung der Zelldichte in Bakterienkulturen

Da die Nachweisgrenze des Coulter Counters bei 3 um Zelldurchmesser liegt, musste die
Zelldichte in den Bakterienkulturen mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer (Brand,
Wertheim) bestimmt werden. Hierzu wurden die Bakterien zuvor mit Lugolscher Lésung
wie in  Abschnitt 1.6 beschrieben fixiert und angefarbt. Zur Bestimmung der Zellzahl
wurden in einem Grofiquadrat die Kleinquadrate einmal quer und einmal diagonal

ausgezahlt. Bei Bedarf wurden die Proben mit sterilfiltriertem Standardmedium verdinnt.

2 Molekularbiologische Methoden

2.1  Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Zusammensetzung der verwendeten Losungen:

Formaldehyd 4 % aus 37 %Formaldehyd, sterilfiltriert

PBS Puffer pH 7,4 22,8 g/l NaCl
1,16 g/l NaH,PO,
3,8 g/l Na;HPO,

autoklaviert

23



Material und Methoden (B)

5 M NaCl 292,2 g/l NaCl
autoklaviert

0,5 M EDTA (Titriplex Ill) pH 8,0 186,1 g/l EDTA
autoklaviert

10 % Natriumdodecylsulfat (SDS) 100 g/l SDS

pH 7,2 bei 68°C

1 M TRIS-HCI-Puffer pH 8,0 121,14 g/l TRIS
autoklaviert
Hybridisierungspuffer 360 ul 5 M NaCl-Lésung

40 pl 1 M TRIS-HCI-Puffer

700 pl* Formamid 99 % (Fluka, Deisenhofen)
*(CF719a =600 pl, OCT1021 = 525 pl)

900 pl Wasser

2 yl SDS-L6sung

Waschpuffer 1000 pl 1M TRIS-HCI-Puffer
700 pl 5 M NaCl-Lésung
500 pl 0,5 M EDTA-LAsung
auffullen auf 50ml
Inkubation bei 48°C

Citifluor-DAPI-Gemisch Citifluor, Eine Immersionsdl basierte Lésung
zum Aufbringen auf Objekttrager (Citifluor,
London)
1 ug DAPI (Sigma, Taufkirchen) in 1 ml
Citifluor

Bei der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) werden spezifische
Nucleinsdurebereiche (DNS oder RNS) direkt in fixierten Praparaten lokalisiert. Die
Methode geht auf die Arbeiten von Gall und Pardue (1969) zurtck und basiert auf der
Hybridisierung einzelstrangiger Nucleinsauren (Lottspeich und Zorbas 1998).

Kurze Nucleinsdure-Ketten mit komplementarer Sequenz zur gesuchten DNS oder RNS

(Sonden) sind mit einem fluoreszierenden Farbstoff markiert. In den beschriebenen
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Untersuchungen wurde Cyanine™3 (Cy3) verwendet. Dieser Farbstoff gibt bei Anregung
mit Licht einer Wellenlange von 550 nm ein fluoreszierendes Signal bei 565 nm. Auf diese
Weise kann die gesuchte DNS oder RNS in Praparaten sehr genau lokalisiert und Arten
in einer Freilandprobe oder einer Mischkultur spezifisch nachgewiesen werden (Amann
2000; Glockner et al. 1999). Die Identifizierung der Bakterien erfolgt in Abhangigkeit der
verwendeten Sonde mit einer Aufldsung auf Phylum- oder Artniveau. Es wurden sieben

spezifische Sonden verwendet (Tabelle 7).

Tabelle 7: Aufstellung der verwendeten Sonden fiir die Fluoreszenz in situ Hybridisierung.

Bezeichnung Spezifitat Sondensequenz Quelle

EUB338 I Eubacteria 5-GCA GCC ACC CGT AGG TGT-3" (Daims et al. 1999)
ALF968 o-Proteobacteria 5-GGT AAG GTT CTG CGC GTT-3"  (Neef 1997)
ROS337 Roseobacter 5’-CAA CGC TAA CCC CCT CC-3° (Eilers et al. 2001)
BET42a B-Proteobacteria 5-GCC TTC CCA CTT CGT TT-3° (Manz et al. 1992)

GAM42a y-Proteobacteria 5-GCC TTC CCA CAT CGT TT-3° (Manz et al. 1992)

CF319a Bacteriodetes 5-TGG TCC GTG TCT CAG TAC-3° (Manz et al. 1992)

CF719a Bacteriodetes 5°-AGC TGC CTT CGC AAT CGG-3~ (Manz et al. 1992)

OCT1021 Octadecabacter =~ 5-GCG TCC CCT AAG GGA ACT-3" (Brinkmeyer et al.

antarcticus 2003)
Kompetitoren Sequenz Quelle
BET42a 5"-GCC TTC CCA CAT CGT TT-3° (Manz et al. 1992)
GAM42a 5"-GCCTTC CCACTT CGT TT-3 (Manz et al. 1992)

Kompetitoren kommen zum Einsatz, wenn sich zwei Organismengruppen in der
Zielsequenz der jeweiligen Sonden so ahnlich sind, dass es zu Fehlhybridisierungen

kommen kann. Dies hatte falsch-positive Signale zur Folge. Die Kompetitoren

25



Material und Methoden (B)

hybridisieren mit dem zielsequenzahnlichen Bereich und blockieren die Anlagerung der
FISH-Sonde.
Die Sondenlésungen setzten sich aus 8 pl der jeweiligen Sonde (50 ng/pl) und 64 ul des
Hybridisierungspuffers zusammen. Beim Einsatz von Kompetitoren wurden zu den
Sonden 56 pl Hybridisierungspuffer und 8 pl des entsprechenden Kompetitors (50 ng/ul)
hinzugefigt.

211 FISH mit Bakterien Reinkulturen

Bakterienmaterial wurde von Plattenkulturen entnommen und fir 1 h auf Eis in 4 %
Formaldehyd in 1,5 ml Reaktionsgefalien fixiert. Es erfolgte eine Zentrifugation bei
12.000 g (Biofuge fresco, Heraeus, Osterode) fiir finf Minuten. Der Uberstand wurde
verworfen und durch PBS-Puffer ersetzt. Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt, um
die Zellen zu waschen. Nach dem letzten Schritt wurde der Uberstand mit 1:1 PBS-
Ethanol ausgetauscht. 15 pl der resuspendierten Proben wurden auf Gelatine-
beschichtete Objekttrager aufgetragen. Diese waren in sechs Felder aufgeteilt. Es folgte
eine Inkubation bei 46°C fur 15 min im Hybridisierungsofen (OV5, Biometra, Goéttingen),
eine Entwéasserungsphase von je 3 min in 50 %, 80 %, und 96 % Ethanol und erneuter
Inkubation bei 46°C fir 15 min. 9 pl der jeweiligen Sondenldsung wurde auf die Proben
aufgetragen und 2 h bei 46°C hybridisiert. Danach wurden die Objekttrager in 50 ml
Waschpuffer (Abschnitt 2.1) bei 48°C inkubiert. Die anschlieRende Trocknung fand fir ca.
1 h bei Raumtemperatur im Dunkeln statt. AbschlieRend erfolgte die Anfarbung der
gesamten DNS in den Proben mit einem 1 pg/ml Citifluor-DAPI-Gemisch (Abschnitt 2.1).
Die Proben wurden mit einem Deckglas abgedeckt und mit einem Fluoreszenzmikroskop

(Axioplan 2, Zeiss, Jena) untersucht.

2.1.2 FISH mit Mischkulturen

Die Untersuchung der epiphytischen Bakteriengesellschaft erfolgte nach einer
modifizierten Methode, die flir eine ahnliche Fragestellung bei Dinoflagellaten
angewendet wurde (Alverca et al. 2002; Biegala et al. 2002).

Bakterienbehaftete, fixierte (Abschnitt 2.1.1) Kulturen von A. kufferathii wurden mit einem
5 um Isopore Polycarbonatfilter (Millipore) ohne Vakuum filtriert und dadurch alle freien
Bakterien entfernt. Bei Untersuchungen, die freie Bakterien mit einschlossen, wurden
0,2 uym Isopore Polycarbonatfilter verwendet. Die Filter wurden in Stiicke geschnitten, auf
einem herkdmmlichen Objekttrager platziert und 10 pl der jeweiligen Sondenldsung
(Tabelle 7) auf die Stucke pipettiert. Die Hybridisierung fand fur 2 h bei 46°C im
Hybridisierungsofen statt. Danach wurden die Filtersticke bei 48°C fir 15 min in

Waschpuffer dberfuhrt und auf Zellstoff im Dunkeln getrocknet. Anschliessend wurden sie
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auf herkdbmmliche Objekttrager gelegt, mit 2-3 pl Citifluor-DAPI-Gemisch (1 pg/ml)
versehen, und mit einem Deckglas abgedeckt. Die Untersuchung der Proben erfolgte mit

einem Fluoreszenzmikroskop (Axioplan 2, Zeiss, Jena).

2.2 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der PCR wird die 16S-rRNS Gene der untersuchten Bakterienarten amplifiziert.
Die Produkte wurden zur Sequenzierung (Abschnitt 2.10) oder zur Klonierung (Abschnitt
2.8) verwendet. Die erfolgreich in Plasmide klonierten DNS-Abschnitte wurden ebenfalls
durch PCR vervielfaltigt. Bei allen PCR’s wurde das Verfahren der sogenannten ,Hot-
Start-PCR"* angewendet, d. h. Polymerase wurde erst nach dem ersten
Denaturierungsschritt hinzugefligt. Diese Methode erlaubt eine hdhere Spezifitdt der PCR
(MUhlhardt 2000; Newton und Graham 1994).

2.2.1 PCR Bedingungen fiir 16S-rRNS Gene

Tabelle 8: Verwendete Primer fiir die Amplifizierung der bakteriellen 16S-rRNS Gene.

Bezeichnung Sequenz Quelle
GM3 fwd 5-AGA GTT TGA TCM TGG C-3° (Muyzer et al. 1995)
GM4 rev 5-TAC CTT GTT ACG ACT T-3° (Muyzer et al. 1995)
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Tabelle 9: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes zur Amplifizierung der bakteriellen
16S-rRNS Gene.

Reagenz Menge Konzentration
(W)
10xTaq Puffer (Sigma, Taufkirchen) 4 100 mM TRIS-HCI
(pH 8,3)
500 mM KClI,
15 mM MgCl,
0,01 % Gelatine
PCR-Wasser (Gibco, Karlsruhe) 38,5
Desoxyribonukleotide (ANTP)-Mix (Sigma, Taufkirchen) 10 10 mM
Template (extrahierte DNS) 1 15 bis 30 pg/pl
Primer GM3 0,5 20 pmol
Primer GM4 0,5 20 pmol
Red Taq Polymerase (Sigma, Taufkirchen) oder 2,5 1 U/l

Polymerase (Promega, Mannheim)

PCR’s wurden mit einem Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburg) durchgefuhrt:

Erste Denaturierung 94°C 5 min
Denaturierung 94°C 1 min
Annealing 40°C 1 min
Elongation 72°C 2 min
Letzte Elongation 72°C 10 min

Anzahl der Zyklen: 31

Die Kontrolle der PCR erfolgte anhand von Agarosegelen (8x10cm, 1%) in Tris-Borat-
EDTA (TBE) Puffer bei 120 Volt.

TBE-Puffer

Tris 10,8 g/l
Borsaure 5,5 g/l
EDTA (Titriplex IlI) 0,93 g/l

Die gewonnenen PCR-Produkte wurden vor der Weiterverwendung mit dem QIAquick

PCR-Purification Kit (Quiagen, Hilden) aufgereinigt.

28



(B) Material und Methoden

2.2.2 PCR Bedingungen fiir Plasmidinserts

Tabelle 10: Verwendete Primer fiir die Amplifizierung der in das Plasmid eingefiigten DNS.

Bezeichnung Sequenz

Quelle

M13 fwd 5-GTT GTA AAA CGA CGG CCA GT-3°

M13 rev 5-GGA AAC AGC TAT GAC CAT G-3°

Manual zum TOPO TA Cloning Kit
(Invitrogen, Karlsruhe)
Manual zum TOPO TA Cloning Kit
(Invitrogen, Karlsruhe)

Die Primer M13 fwd und M13 rev haben ihre Zielsequenzen auf dem Plasmid links und

rechts vom eingefligten DNS abschnitt.

Die Zusammensetzung der PCR entspricht den Angaben in Abschnitt 2.2.1 (Tabelle 9).

Fir PCR Ansatze in 96er Platten wurde das Template nicht pipettiert, sondern mit einem

Stempel Ubertragen.

Die PCR wurde mit einem Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburg) durchgefuhrt:

Erste Denaturierung 94°C
Denaturierung 94°C
Annealing 60°C
Elongation 72°C
Letzte Elongation 72°C

Anzahl der Zyklen: 35

5min

30sek
45sek
90sek

10min

Die gewonnenen PCR-Produkte wurden vor der Weiterverwendung mit dem QIAquick

PCR-Purification Kit (Quiagen, Hilden) aufgereinigt

2.3 Klonierung

Zusammensetzung NZY"-Broth Medium

10 g/l NZ-amin, Casein Hydrolysat (Riedel de Haén)

5 g/l Hefeextrakt

5 g/l Natriumchlorid

4 g/l Glukose

12,5 ml 1M Magnesiumchlorid
12,5 ml 1M Magnesiumsulfat
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Zusammensetzung LB-AMP Agarplatten:
20 g/l Luria-Broth (Difco, BD Diagnostic Systems, Sparks, USA)
10 g/l Agar (Sigma, Taufkirchen)

50 pg/ml Ampicillin (Serva, Heidelberg)
Vor Gebrauch wurden 40 ul 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Beta-D-Galactopyranosid (X-Gal
40 ug/ul, Promega, Mannheim) und 40 ul Isopropyl-Beta-D-Thiogalactopyranosid (IPTG,

100 mM, Promega, Mannheim) auf die Agarplatten aufgetragen.

Mit Hilfe der Klonierung von 16S-rRNS Gene aus einer Mischkultur ist es mdglich
Bakterien zu identifizieren, ohne dass diese in Reinkultur vorliegen. Eine
bakterienbehaftete Kultur von A. kufferathii wurde 10 x gewaschen (Abschnitt 1.1), um
freilebende Bakterien zu reduzieren. Die Lyse sowohl der Bakterien- als auch der
Diatomeenzellen erfolgte durch wiederholtes Einfrieren in flussigen Stickstoff und
Auftauen bei 4°C. Die 16S-rRNS Gene wurden, wie in Abschnitt 2.2.1 beschrieben,
amplifiziert.

Die Klonierung erfolgte mit dem TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen, Karlsruhe). Bakterielle
DNS wurde Uber eine Topomerase in den kunstlichen Vektor (Plasmid) TOPO pCR 2.1
eingefugt (Insert). Dieser Vektor enthalt gebundene Topoisomerase des Typs 1 und wird
daher auch als aktivierter Vektor bezeichnet. Topoisomerasen regulieren in Organismen
das Verwinden oder Entwinden der DNS (Lehninger et al. 1998). Hier findet die an den
Vektor gebundene Topoisomerase Anwendung um die Einbindung der PCR-Produkte in
das kunstliche Plasmid zu beschleunigen.

Das Ligationsprodukt wurde daraufhin in ultrakompetente Escherichia coli Zellen (XL-10
Gold, Stratagene, La Jolla, USA) transformiert. Die Bakterien wurden in 900 pl NZY*-
Broth Medium fir 1 h bei 37°C vorkultiviert. 20 pl der Vorkultur wurden auf LB-AMP
Agarplatten aufgetragen und tiber Nacht bei 37°C kultiviert.

Kinstliche Vektoren tragen Gene fir eine Reihe von Antibiotikaresistenzen. E. coli-
Zellen, die den verwendeten Vektor (pCR 2.1) aufgenommen haben, sind resistent gegen
Kanamycin und Ampicillin. Somit kdnnen nur Zellen mit aufgenommenem Vektor auf den
Ampicillin-Agarplatten wachsen. Zusatzlich zu den Antibiotikaresistenzen tragt das
Plasmid das Gen fur das N-terminale a-Fragment der B-Galaktosidase (Muhlhardt 2000).
Bei Einbringung dieses Vektors in einen geeigneten Wirtsstamm kommt es zur
Expression von -Galaktosidase. Dieses Enzym spaltet glykosidische Bindungen. Bei der
Spaltung der glykosidischen Bindung in 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galactosid (XGAL,
Invitrogen, Karlsruhe) entsteht ein blauer Farbstoff. E. coli-Zellen, die auf X-GAL wachsen
und eine intakte -Galaktosidase aufweisen, erscheinen somit blau. Diesen Umstand wird

genutzt, indem die zu klonierenden DNS Fragmente in das B-Galaktosidase-Gen
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eingefligt werden, wodurch dieses inaktiviert wird. Dadurch bleiben die Zellen mit einem
erfolgreich eingefiigten DNS-Fragment weil} (blau/wei3-Selektion).

Kolonien mit einem aufgenommenen Vektor, in dem erfolgreich DNS eingebaut wurde,
sind in 250 ul LB-Ampicillin-Flissigmedium Uberimpft worden. Die Kulturen wurden tber
Nacht bei 37°C inkubiert. Insgesamt wurde mit 288 Klonen, die ein Plasmid mit
eingefligter DNS aufwiesen, eine neue PCR durchgeflihrt.

In 96er PCR-Platten (0,2 ml) wurden alle Reagenzien pipettiert, wie in Abschnitt 2.2
beschrieben. Das Bakterienmaterial wurde mit Hilfe eines Stempels mit 96 Zinken in die
einzelnen PCR Gefalte Ubertragen. Die Kulturen wurden mit Glycerin gemischt (1:3), in
flissigen Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. Die PCR wurde, wie in Abschnitt
2.2.3 dargestellt, durchgefinhrt.

2.4 Amplified Ribosomal DNS Restriction Analysis (ARDRA)

Die ARDRA dient der Vorselektion der Klone. Durch die ARDRA kann die Anzahl der
anfallenden Sequenzierungen drastisch reduziert werden. Diese Methode basiert auf der
Spaltung von DNS durch Restriktionsenzyme. Bei der Aufspaltung von 16S-rRNS
Genamplikons verschiedener Bakterienspezies durch gleiche Restriktionsenzyme
entstehen so fur die unterschiedlichen Spezies DNS-Fragmente verschiedener Lange.
Durch Auftragen auf Agarosegele erhadlt man fir jede Spezies ein spezifisches
Bandenmuster. Auf diese Weise kann mit den in Abschnitt 2.8 gewonnenen PCR
Produkten eine Vorselektion der Klone durchgefiihrt werden.

Fir die ARDRA wurden die Restriktionsenzyme Haelll (Schnittstellen GG{CC) und Rsal
(Schnittstellen CALTG) verwendet.

Der Restriktionsansatz wurde 3 h bei 37°C inkubiert. Die Auftrennung der verdauten DNS
erfolgte in 3 %igen Agarosegelen (GT NuSieve Agarose, BioZym, Hessisch Oldendorf)
bei 120 Volt fir 2,5 h. Die DNS-Fragmente wurden mit Hilfe von GroRenstandards
(GeneRuler™, Fermentas, St. Leon) und dem Gelanalyseprogramm Lablmage V2.62

(Kapelan, Halle) analysiert.
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Tabelle 11: Zusammensetzung des Restriktionsansatzes.

Bezeichnung Menge (ul) Konzentration
Template (PCR Produkt M13 fwd/rev) 5 10 bis 30 ng
Restriktionsenzym Haelll (Promega, Mannheim) 0,75 10 U/l
Restriktionsenzym Rsal (Promega, Mannheim) 0,75 10 U/l
Puffer C (Promega, Mannheim) 1,5 10 mM TRIS-HCI
10 mM MgCl,
50 mM NaCl
1 mM Dithiotreitol
(DTT)
Wasser (Gibco, Karlsruhe) 15

2.5 Sequenzierung

Tabelle 12: Zusammensetzung der Sequenzierreaktion fiir 16S-rRNS Gene.

Bezeichnung Menge (ul) Konzentration
BigDye (Applied Bosystems, Foster City, USA) 1
Sequenzierprimer 1 5 pmol/pl
2,5x Puffer (Applied Bosystems, Foster City, USA) 1 200 mM TRIS-HCI
5 mM MgCl,
pH 9,0
Template 2 ~10 ng/ul

Die Reaktion wurde mit einem Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburg) durchgefihrt:

Erste Denaturierung 96°C 20 sek
Denaturierung 96°C 10 sek
Annealing 55°C 5 sek
Elongation 60°C 4 min

Anzahl der Zyklen: 39

Tabelle 13: Verwendete Sequenzierprimer fiir die 16S-rRNS Gene.

Bezeichnung Sequenz

Quelle

517F 5’-CCA GCA GCC GCG GTAATAC-3’
1099F 5-GCA ACG AGC GCA ACC C-3’
534R 5-ATT ACC GCG GCT GCT GGC-3’
803R 5’-CTA CAA GGG TAT CTA ATC C-3°

(Wilmotte et al. 1993)
(Wilmotte et al. 1993)
(Wilmotte et al. 1993)
(Wilmotte et al. 1993)
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Die Produkte der Sequenzierreaktion wurden zur Entsalzung auf eine 96er Multiscreen
HV-Platte (Eppendorf, Hamburg, Hamburg) aufgetragen, die zuvor mit 45 pl Sephadex®
G-50 (Sigma, Taufkirchen) pro Kammer beladen worden war. Zu dem Pulver wurden 300
Ml PCR-Wasser gegeben und 3h bei Raumtemperatur gequollen. Das Wasser wurde
durch Zentrifugation bei 910 g fir 5 min (Centrifuge 5810R, Eppendorf, Hamburg,
Hamburg) entfernt und verworfen. Um Kontaminationen des Sephadex®-Materials zu
reduzieren wurden zusatzlich 150 yl PCR-Wasser aufgetragen und erneut zentrifugiert.
Zu den Produkten der Sequenzierreaktion wurden 15 pyl PCR-Wasser gegeben. Diese
wurden auf die Sephadex®-Sdulen aufgetragen und erneut bei 910 g fir
5 min zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde in einer sterilen 96er Platte aufgefangen und
bis zur Weiterverarbeitung bei 4°C gelagert.

Die Proben wurden auf einen Sequenzer (ABI-Prism 3100 Genetic Analyzer, Applied
Bosystems, Foster City, USA) aufgetragen. Zur Nacheditierung und flr das
Zusammenfligen der Einzelsequenzen wurde das Programm Bioedit

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) verwendet.

2.6 Phylogenetische Analyse
Eine erste Zuordnung der Sequenzen erfolgte mittels BLAST-Suche in der Genbank
Internet-Datenbank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Die Stammbaume wurden mit dem

Computerprogramm Arb (http://www.arb-home.de) berechnet. Fir die Berechnung der

Stammbdume wurde die Maximum Likelihood Methode angewendet. Ziel dieses
Verfahrens ist es, den wahrscheinlichsten Baum flir die untersuchten Sequenzen zu
finden. In einer Sequenz kann eine einzelne Position mit 4 verschiedenen Mdglichkeiten
beschrieben werden, eine fiir jede Base. Bei der Maximum Likelihood Methode wird
vorausgesetzt, dass alle Mutationen unabhangig voneinander erfolgt sind. Fir jede
Position der untersuchten Sequenz kann ein eigener Baum berechnet werden. Ziel ist es,
den wahrscheinlichsten Baum zu finden. Dazu werden fir alle Baume der einzelnen
Positionen Einzelwahrscheinlichkeiten berechnet. Der endglltige Baum ist das

mathematische Produkt der Einzelwahrscheinlichkeiten ist (Hansen 1997).
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3 Biochemische Methoden

3.1 Proteinextraktion

Extraktionspuffer pH 6,5

MES (Sigma, Taufkirchen) 100 mM
Manganchlorid (Fluka, Deisenhofen) 50 mM
Magnesiumchlorid (Fluka, Deisenhofen) 10 mM
Calciumchlorid 10 mM
EGTA (Sigma, Taufkirchen) 1 mM
Complete Protease Inhibitortablette (Roche, Mannheim) 1/50 mi

Zur Herstellung von Rohextrakten wurden Bakterien- (Agar-Kulturen) oder Diatomeen-
Kulturen (sedimentiert) in 1,5 ml ReaktionsgefalRe geflllt und fir 5 min bei 12.000 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Dieser Schritt wurde wiederholt, wenn
groliere Mengen an Biomaterial benétigt wurden. Das Pellet wurde mit etwas Quarzsand
in 1 ml Extraktionspuffer gegeben und mit einem Minipistill zerrieben. Es folgte eine
Zentrifugation fir 5 min bei 12000 g. Der Uberstand wurde aliquotiert und bei -80°C
gelagert. Die Proteinbestimmung wurde mit einem Bradford Proteinassay (Bio-Rad,
Midnchen) und Rinderserumalbumin (Sigma, Taufkirchen) als Standardprotein
durchgefihrt (Bradford 1976).

3.2 Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE)
Die angewendete Zusammensetzung der Gele basiert auf der Methode von Laemmli
(1970).

Acrylamid Stammldsung
Acrylamid 50 % wiv
N,N’-Methylendiacrylamid, BIS 0,8 % wiv

Die Stammldsung wurde 1 h mit 0,4 g / 100 ml Aktivkohle (Fluka, Deisenhofen) gerthrt,
anschlielRend Uber einen Papierfilter und einen 0, 45 pym Membranfilter filtriert und bei 4°C

gelagert.

Puffer fir Sammelgele
0,5 M TRIS-HCI, pH 6,8

Puffer fir Trenngele
1 M TRIS-HCI, pH 8,6
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Ammoniumperoxidsulfat-Losung (APS)

10 % w/v Ammoniumperoxidsulfat

Probenpuffer

1 M TRIS-HCI, pH 6,8 3,1 ml
Glycerin (Biomol, Hamburg) 5,0 ml
1 % Bromphenolblau (Sigma, Taufkirchen) 0,5 ml
Bidest 1,4 ml
Kathodenpuffer 5fach

50 mM TRIS-Glycerin, pH 8,3

Vor Anwendung wurde der Puffer 1:5 mit bidestilliertem Wasser verdinnt.

Anodenpuffer 10fach
50 mM TRIS-HCI, pH 8,3

Vor Anwendung wurde der Puffer 1:10 mit bidestilliertem Wasser verdinnt.

Zusammensetzung 10 % Trenngel 14 x 18 cm

Bidest 10,85 ml
Puffer fur Trenngele 5ml
Acrylamid Stammlésung 4 ml
APS 0,1 mi
N,N,N",N’-Tetramethylethylenediamine,

TEMED (Fluka, Deisenhofen) 0,01 ml

Als Grolkenstandard diente der Precision plus Protein Standard (BioRad, Minchen).
Dieser enthalt 10 rekombinante Proteine von 10, 15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150 und 25
kDa, zur Orientierung sind die 25, 50 und 75 kDa Proteine in erhdhter Konzentration

enthalten und treten im Gel deutlich hervor.
Vor Zugabe von APS und TEMED wurde die Lésung unter Vakuum (Wasserstrahlpumpe)

und Ultraschall (Ulltraschallbad, Sonopure Super RK 106, Bandelin Elektronik, Berlin)

entgast.
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Zusammensetzung 4 % Sammelgel

Bidest 3,65 mi
Puffer fur Sammelgele 2,5 ml
Acrylamid Stamml&sung 0,8 ml
APS 0,05 ml
N,N,N’",N’-Tetramethylethylenediamine,

TEMED (Fluka, Deisenhofen) 0,005 ml

Die Losung wurde wie oben beschrieben mit Ultraschall und Vakuum entgast.

Die Gele wurden vor Gebrauch 12 h bei 1 mA (konstant), 3 W und 750 V Uber Nacht
equilibriert. Die Bedingungen fur  die Elektrophorese der  einzelnen
Oxidationsschutzenzyme sind im Abschnitt C unter den entsprechenden Abbildungen der

Gele aufgefihrt.

3.3 Gelfarbungen

3.3.1 Coomassie

Coomassie-Farbelésung

Coomassie Brilliant Blau G250 0,04 % w/v
(Serva, Heidelberg)

Essigsaure 10 % wiv
Bidest 90 % wlv
Entfarber

Essigsaure 8 % wiv
Ethanol 25 % wiv
Bidest 67 % wiv

Die Gele wurden Uber Nacht in Coomassie-Farbelésung inkubiert. Danach wurden die

Gele so lange im Entfarber geschwenkt bis die Hintergrundfarbung verschwunden war.

3.3.2 Katalase (CAT)

Die Katalaseaktivitat wurde nach Woodbury et al. (1971) bestimmt. Native Gele wurden
nach der Elektrophorese fur 10 min in 0,03 % Wasserstoffperoxid (Fluka, Deisenhofen)
inkubiert. Nach kurzem Abspulen mit Bidest wurden sie 5 min in einer 1:1 Lésung aus 2
% w/v Kaliumhexacyanoferrat (Merck, Darmstadt) und 2 % wi/v Eisen(lll)-chlorid (Riedel-
de-Haén) gegeben. Katalaseaktivitdt zeigte sich als helle Banden auf blauem

Hintergrund.
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3.3.3 Superoxid Dismutase (SOD)

Die Gele wurden fur 10 min in 0,1 % w/v Nitro Blue Tetrazolium (NBT, Sigma,
Taufkirchen) inkubiert. Danach wurden sie flr weitere 10 min in einen 36 mM
Phosphatpuffer (pH 8,0) mit 28 mM TEMED und 28 uM Riboflavin (Sigma, Taufkirchen)
Uberfuhrt (Beauchamp und Fridowich 1971).

Die Entwicklung der Gele erfolgte auf einem Fototisch tiber Nacht (Wellenlange: 560 nm).
Eine SOD-Aktivitat zeigte sich als helle Banden auf blau/violettem Hintergrund. Die
Unterscheidung zwischen Cu/Zn-, Mn- und Fe-SOD erfolgte durch Inkubation der Gele in
1 mM Kaliumzyanid fir die Hemmung von Cu/Zn-SOD (Merck, Darmstadt) bzw.
2 mM Wasserstoffperoxid (Fluka, Deisenhofen) fir die Hemmung von Cu/Zn- und Fe-
SOD.

3.3.4 Glutathion Reduktase (GR)

Die Methode fir die Anfarbung von Glutathion Reduktase stammt von Foyer et al. (1991).
Die Farbung erfolgte in 250 mM TRIS-HCI-Puffer (Merck, Darmstadt) versetzt mit 10 mM
oxidiertem Glutathion (GSSG, Roche, Mannheim), 2 mM NADPH und 2 mM 5,5°-Dithio-
bis-2-nitrobenzoic acid (Sigma, Taufkirchen) bei pH 8,0. Die GR-Aktivitat zeigte sich als
gelbe Banden auf klarem Hintergrund. Zur Kontrolle wurden die Gele wie beschrieben
ohne GSSG gefarbt.

4 Analytische Methoden

41 Photometrische Wasserstoffperoxid Bestimmung

Zur Bestimmung von Wasserstoffperoxid in wassrigen Lésungen sind bisher zahlreiche
Methoden beschrieben, die auf der Umsetzung von H,O, durch eine Peroxidase (POD)
basieren. Auch die hier angewendete Methode basiert auf der Umsetzung von n,n-
Diethyl-p-phenylen-diamin (DPD) und H,O, durch Peroxidase (Bader et al. 1988).

1/2HO

© @@@

DPD

Abb.7. Darstellung der POD katalysierten Reaktion von H,O, mit DPD (Adaptiert nach Bader
et al. 1988).
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Durch die POD katalysierte Reaktion von Wasserstoffperoxid mit DPD entsteht ein DPD-

Radikalkation. Dieses ist stabil und bewirkt eine photometrisch messbare Verfarbung, die

sich proportional zur H,O,-Konzentration verhalt. Die Absorbtionsmaxima des stabilen

Radikals liegen bei 510 nm und 551 nm.
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Abb 8: Spektren des DPD-Radikals bei verschiedenen H,0,-Konzentrationen

Im Unterschied zur Methode von Bader et al. (1989) erfolgte die Messung bei 551 nicht in

einer Quarzkuvette mit einer Schichtdicke von 10 cm sondern von 5 cm (Jurgens,

Bremen). Die Berechnung der Wasserstoffperoxid-Konzentration erfolgte anhand von

Standards. Die Nachweisgrenze lag unter 50 nM/I H,O..
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Abb. 9: Kalibrierung mit H,O, Standardlésungen in Standardmedium (y= 0,0001x; R=0,9993)

Der photometrische Test ist Uber einen weiten Konzentrationsbereich linear und kann

angeblich auf alle Wasserproben Ubertragen werden (Bader et al. 1988).
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Phosphatpuffer
Dinatriumhydrogenphosphat 0,5M
Natriumdihydrogenphosphat 0,5M

DPD-Reagenz
Schwefelsaure 0,1 N

n,n-Diethyl-p-phenylen-diamin
(Sigma, Taufkirchen) 0,1 g/10ml

POD-Reagenz
Meerrettich Peroxidase (Roche, Mannheim) 1 mg/ml

Schwefelsdure-Losung

Schwefelsaure 1N

Natriumsulfit-Losung
Natriumsulfit 48 mM

Im Unterschied zur Methode von Bader et al. (1989) wurden die Proben nicht filtreier
sondern Zentrifugiert. Dazu wurden 50 ml Kultur wurden entnommen und bei 3000 x g fir
5 min bei 0°C zentrifugiert (Minifuge GL, Schwenkrotor, Heraeus, Osterode). Der
Uberstand wurde mit Glaspipetten zu je 12 ml in vier Szintilationsgefasse pipettiert. Zu
drei Proben wurde je 3 ml Puffer, 20 yl DPD-Reagenz und 20 ul POD-Reagenz gegeben.
Die Lésung wurde gut durchmischt, 30 sek inkubiert, in die Kivette umgefillt und
gemessen. Die vierte Probe wurde zur Bestimmung des Nullwertes verwendet. Dazu
wurde die Probe mit 20 uyl Schwefelsaure-Losung angesauert und 20 pl Natriumsulfit-
Losung hinzugefliigt. Danach wurde die H,O.-reduzierte Probe wie beschrieben

gemessen.

Der Test wird durch die Anwesenheit gréRerer Mengen geldster organischer Substanz
beeintrachtigt (Fukushima und Tatsumi 1994). Exudate der Bakterien und Diatomeen
fuhrten zu einer Herabsetzung der Signals des DPD-Radikalkations (Fukushima und
Tatsumi 1994).

Eine Reduktion des gelésten organischen Materials Uber mit Sephadex A25
lonenaustauscher beladenen Saulen ware zu aufwandig gewesen. Die Reduzierung des
DPD-Signals lie® sich umgehen, indem die verwendeten Kulturen einen Tag vor

Versuchsbeginn gewaschen wurden (Abschnitt 1.1), um die geldste organische Substanz
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zu entfernen. Kalibrierungen mit internen Wasserstoffperoxid-Standards zeigten danach
keine Beeintrachtigung an, sodass die Vergleichbarkeit zwischen den Proben

gewahrleistet war.

4.2 Chlorophyllbestimmung

Der Chlorophylligehalt bezogen auf Biomasse von pflanzlichen Organismen wird als Maf}
fur den physiologischen Status verwendet. Die Bestimmung der Konzentrationen von
Chlorophyll a (Chl a) sowie Chlorophyll ¢ und ¢, (Chl ¢4, c,) erfolgte nach der Methode
vom Jeffrey und Humphrey (1975). Diese Methode ist speziell fiir Diatomeen und andere
Mikroalgen entwickelt worden.

10 ml Algenkultur wurden udber einen GF/C-Filter (Durchmesser 47 mm, Whatman
International Ltd., Maidstone, UK) abfiltriert, in 10 ml Polypropylen-Réhrchen (Greiner,
Solingen) Uberflhrt und bis zur Analyse im Dunkeln bei -20°C gelagert. Zu dem Filter
wurden Glasperlen mit einem Durchmesser von 2 und 4 mm gegeben. Nach Zugabe von
5 ml 90 % Aceton wurden die Algen in einer Zellmihle (Vibrogen-Zellmuhle Vi, Eden
Blhler, Tibingen) mit beigefigten Glasperlen von 2 und 4 mm Durchmesser flr 3 min
zerkleinert. Daraufhin wurden die Réhrchen bei 4°C Gber Nacht inkubiert. Die Messung
erfolgte photometrisch in Makrokivetten mit einem Spektralphotometer (UV-160A,
Shimatzu, Kyoto, Japan).

Die Konzentrationen von Chl a wurden nach folgender Formel errechnet:

Chl a [ug/ml]: 11,47 xEgg4-750 - 0,4xEg30.750

4.3 Messung der Chlorophylifluoreszenz (Pulse Amplitude Modulation,
PAM)

Die Chlorophyllfluoreszenz ist ein Indikator fiir die photosynthetische Energieumwandlung
in Pflanzen, Algen und Bakterien. Die Energie eines angeregten Chlorophylimolekuls
kann entweder in photochemische Energie umgewandelt werden oder in Form von
Fluoreszenz bzw. Warme abgegeben werden (Schreiber 1983). Mit Hilfe von PAM-
Fluorometern kann der Anteil an Energie, die als Fluoreszenz abgegeben wird, bestimmt
werden. Die Warmedissipation der Photosynthese ist konstant und wird mit dem Wert 1
angegeben (Schreiber et al. 1994). Uber diese Konstante und dem gemessenen
Fluoreszenzwert kann auf den Anteil der photochemisch genutzten Energie
(photochemical quenching) geschlossen werden und ist ein Indikator fur die Effizienz der
Photosynthese.

Fir die Bestimmung der photochemischen Ausldschung (,photochemical quenching®)
werden verschiedene Parameter gemessen. Die Grundfluoreszenz Fo, (Abb. 10) wird
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ermittelt, wenn die Pflanze dunkeladaptiert ist und alle Reaktionszentren der
Photosysteme (PS) oxidiert (offen) sind. Die Bestimmug von F, erfolgt bei einem
Messlicht geringer Intensitat, so dass in den PS keine Ladungstrennung induziert wird.
Durch Aussendung eines kurzen, starken Sattigungspuls kommt es zu maximalen
Ladungstrennung und alle PS liegen reduziert vor. Dadurch wird die maximale
Fluoreszenz (Fm) emittiert (Abb. 10).

dunkeladaptriert lichtadaptiert

Fv Fm’ A/

¢
Sattigungspuls

MeRlicht MeRlicht &
aktinisches Licht

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Fluoreszenzparameter Grundfluoreszenz (F),
variable Fluoreszenz (Fv), maximale Fluoreszenz (Fm), maximale Fluoreszenz bei
lichtadaptiertem Zustand (Fm’), momentane Fluoreszenz (Ft), photochemische Léschung
(photochemical quenching, qP) und nicht photochemische Léschung (non-photochemical
quenching, qN) (Bischof 1996).

Die Relation zwischen maximaler- und Grundfluoreszenz (Fv/Fm) gilt als Indikator fir die
Effizienz der Photosynthese einer dunkeladaptierten Pflanze. Sie gibt an, mit welcher
relativen Ausbeute die Anregungsenergie von den Antennenkomplexen in die
Reaktionszentren des PS Il Ubertragen werden (Schreiber et al. 1994).

Bei zusatzlicher Bestrahlung der Proben mit aktinischem Licht (Lichtadaption) wird die
momentane Fluoreszenz (Ft) bestimmt. Nach einem Sattigungspuls kann auch hier die
maximale Fluoreszenz (Fm’) ermittelt werden. Mit Hilfe dieser Daten kann die relative
Quantenausbeute der Photosynthese lichtadaptierter Organismen berechnet werden. Sie
wird als Yield (Y=(Fm’-Ft)/Fm) angegeben.

Die Messung der Fluoreszenzdaten der axenischen sowie der Mischkultur von
A. kufferathii wurde mit dem WATER-PAM der Firma Walz (Effeltrich) durchgefihrt. Fur

die Messungen mussten die Kulturen stark verdiinnt werden. Die Messkuvette enthielt 4
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ml des Mediums der jeweiligen experimentellen Ansatze verwendet wurde. Von den
Kulturen wurden 20 - 100 pl hinzugeflgt. Das aktinische Licht wurde auf Stufe 3 (37 uM
Photonen x m? x s™) eingestellt und entsprach somit den Standardkulturbedingungen.
Fir die Bestimmung von Fv/Fm wurden Unterproben der Versuchskulturen vor der
Messung fir 30 min abgedunkelt (Rijstenbil 2003).

4.4 Bestimmung von Dimethylsulfoniumpropionat (DMSP)

Die Messung von Dimethylsulfoniumpropionat erfolgte indirekt (Steinke et al. 1998) lber
die Aufspaltung von DMSP durch Natriumhydroxid zu Acrylsdure und Dimethylsulfid
(DMS). Das Verhaltnis von Acrylsaure zu DMS betragt 1:1 (Challenger 1959). DMS
reichert sich in der Gasphase der Probengefalle an (Kawabe et al. 1989) und kann
gaschromatographisch bestimmt werden.

In die gasdichten Probengefale wurden 3 ml einer 10,4 M Nartiumhydroxid-Losung
vorgelegt, 2 ml der Versuchskultur  hinzugefugt und Uber Nacht dunkel bei
Raumtemperatur inkubiert.

Mit einer gasdichten Spritze wurden 50 - 500 ul aus dem Gasraum der Probengefale

entnommen und in einen Gaschromatographen injiziert.

Gaschromatograph: CG9A (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Saule: Chromosil 2,4 m (Supelco, Sigma-Aldrich, Miinchen)
Ofentemperatur: 60°C

Injektortemperatur: 150°C

Detektortemperatur: 175°C

Tragergas: Stickstoff

Flussrate: 60 ml/min

Brenngas: Wasserstoff

Detektor: UV-1201V (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Integrator: C-R3A (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Die Retentionszeit betrug 0,9 min. Die Berechnung der DMSP-Konzentration erfolgte Gber
die Kalibrierungen mit Standardlésungen. Diese wurden aus DMSP hergestellt, dass in

der Arbeitsgruppe Meeresbotanik nach Steinke et al. (1998) synthetisiert wurde.

4.5 Nahrstoffbestimmung
Die Nahrstoffe Nitrat, Nitrit, Ammonium, Phosphat und Silikat wurden in einem
Autoanalyzer (SANP“® Systen, Skalar, Breda, Niederlande) am Zentrum fiir Marine

Tropenokologie (ZMT, Bremen) bestimmt.
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Nitrat- und Nitritbestimmung:
Inidazol-Puffer pH 7,5

Imidazol

Farbreagenz
85 % Phosphorsaure

Sulfanilamid
N-(1-Naphtyl)ethylendiamin -
Dihydrochlorid

Ammonium-Bestimmung

Pufferlosung pH 5,0

KaliumNartiumtartrat-4-hydrat

(Riedel de Haén)
tri-Natriumcitrat-2-hydrat (Riedel de Haén)
EDTA (Titriplex III)

99 % Schwefelsaure

30 % Brij

Phenol-Reagenz

Phenol

20 % Natriumhydroxid
Milli-Q-Wasser (Millipore)

2.5 % Natriumhypochlorid-Losung

Nitroprussid-Natrium-Reagenz

Nitroprussid-Natrium Dihydrat 1,6 mM

Phosphatbestimmung
Arbeitslésungen:

Schwefelsaure

Ammoniummolybdat (Riedel de Haén)
Ascorbinsaure

Kaliumantimon(lll)-oxid-tartrat
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0,25M

50 ml
60 mM

0,2 mM

116 mM
80 mM

1,4 mM
1 ml/l

1 ml/l

12,2 g
26,5 ml
20 ml

49N
32,4 mM
100 mM
7,5 mM
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Mix-Reagenz

4,9 N Schwefelsaure 100 ml
Ammoniummolybdat-Lésung 30 ml
Ascorbinsaure-Lésung 60 ml
Kaliumantimon(lll)-oxid-tartrat-Lésung 10 ml

Alle unterstrichenen Reagenzien wurden an die entsprechenden Kanale des
Autoanalyzers angeschlossen. Der Phosphatkanal wurde mit einem Wasserbad bei 50°C
temperiert. Die Proben fliir den NOx-Kanal (Nitrat und Nitrit) durchliefen vor Zufihrung des
Farbreagenzes eine mit 10 g granuliertem Cadmium befiillte Glassaule (Reduktor). Die

Detektion erfolgte photometrisch.

Tabelle 14: Aufstellung der analysierten Nahrstoffe mit den einzelnen Wellenléngen, bei
denen die photometrische Detektion erfolgte.

Parameter Wellenlange
Nitrat und Nitrit 540 nm
Nitrit 540 nm
Phosphat 660 nm
Ammonium 630 nm
Silikat 880 nm

Die Werte wurden an einen angeschlossenen Computer Gbermittelt und tber die Skalar-
Software ausgewertet. Die Berechnung der Probenkonzentration erfolgte Uber

Kalibrierungen mit Standardlésungen.

5 Isolationsversuche

5.1 Isolierung von Bakterien aus der Mischkultur

Um aus der Mischkultur gezielt Bakterien zu isolieren, wurden basierend auf dem
Standardmedium selektive Medien mit verschiedenen Kohlenstoffquellen hergestellt. Das
Grundmedium enthielt kein Natriumhydrogenkarbonat und kein Glycylglycin. Die
Zusammensetzung der einzelnen Isolationsmedien kann aus Tabelle 5 enthommen
werden.

2 ml der Mischkultur mit einer Dichte von 50.000 Algenzellen / ml wurden fir 1 min. in
einem Ultraschallbad (Bandelin Sonorex Super RK, Berlin) behandelt um die
epiphytischen Bakterien von der Alge zu |I6sen. Es erfolgte eine Zentrifugation bei 0°C fur
2 min. bei 3000 x g (Biofuge fresco, Heraeus, Osterode). Der Uberstand wurde 1:5, 1:50,

1:500 und unverdiinnt auf die selektiven Festmedien aufgetragen.
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Die lIsolationsversuche wurden in Petrischalen im 0°C Kuahlraum durchgefihrt. Die
Identifizierung der Isolate erfolgte zunachst Uber Fluoreszenz in situ Hybridisierung

(Abschnitt 2.1.1). Interessante Isolate wurden sequenziert (Abschnitt 2.5).

6 Physiologische Experimente

6.1  Wachstumsversuche

Fir Experimente unter Standardbedingungen  wurden  bakterienfreie  und
bakterienbehaftete Kulturen von A. kufferathii aus gewaschenen Stammkulturen zu
20.000 Zellen/ml in 300 ml Erlenmeyerkolben angesetzt. Die Kultivierung erfolgte bei 40
umol Photonen x m? x s”, 0°C, (Standardmedium) in modifizierten Tiefkiihltruhen
(Comfort Plus, Siemens).

Die gleichen Bedingungen galten fir den Versuch zum Einfluss von Glycin und
Glycylglycin auf das Wachstum von A. kufferathii vor. Dabei wurden den
Versuchskulturen entweder 0,2 g/l Glycylglycin oder 0,2 g/l Glycin zugeflgt

Fir die Untersuchung zur Wirkung von Katalase auf das Wachstum von A. kufferathii
wurden den Versuchskulturen taglich 20 pg Katalase aus Rinderleber (Sigma,
Taufkirchen) hinzugefiigt. Die Zelldichte der Kulturen wurde mit dem Coulter Counter
bestimmt (Abschnitt 1.7).

6.2 Stoffwechselleistungen der Bakterien

6.2.1 Abbau von Dimethylsulfoniumpropionat (DMSP)

Kulturen von Sulfitobacter sp., Colwellia sp. und Cellulophaga sp. wurden in
Standardmedium ohne Glycylglycin und Natriumhydrogenkarbonat Uberflhrt. Als
Kohlenstoffquelle wurde dem Medium 10 pmol/l Dimethylsulfoniumpropionat (DMSP)
hinzugefiigt. Die Kultivierung erfolgte in 15 ml Glasréhrchen mit Septum-Verschluf3. Die
Kulturen wurden bei 0°C mechanisch bewegt (SM25, Edmund Buhler Laborgratebau,
Tlbingen).

Direkt nach der Zugabe des DMSP wurden Proben entnommen. Weitere Beprobungen
fanden nach sechs und nach 11 Tagen statt. Die Konzentration an DMSP in den Proben
wurde wie in Abschnitt 4.4 bestimmt. Das Wachstum der Bakterien wurde photometrisch
verfolgt (UV1201V Sprktralphotometer, Shimadzu, Kyoto, Japan).
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6.2.2 BIOLOG

Die Substratnutzung der isolierten Bakterien wurde mit Hilfe von Testplatten (GN
MicroPlate™, Oxoid, Wesel) untersucht. Auf diese Weise wurden 95 verschiedene
Kohlenstoffquellen auf ihre Nutzbarkeit durch die isolierten Bakterien Uberprift (Tabelle
23).

Flissigkulturen der isolierten Bakterien wurden bei 3000 x g und 0°C fir 15 min
zentrifugiert. Das Pellet wurde in einer WIMEX-Lésung (40 g/l, 34 PSU) dreimal
gewaschen, um das Bakterienmedium zu entfernen. AnschlieRend wurden die
Bakteriensuspensionen in die Testplatten Uberfihrt und flr 3 bis 5 Wochen bei 0°C und
8°C inkubiert.

Die Nutzung eines Substrates wurde durch Violetfarbung des Inhaltes der

entsprechenden Reaktionskammer angezeigt.

6.3 Reaktionen auf oxidativen Stress

Sofern nicht anders angegeben, erfolgte die Kultivierung unter Standardbedingungen
(0°C, 40 pmol Photonen x m2x s, 0°C, 12 h Licht / 12 h Dunkel, Standardmedium). Die
Zelldichte der Kulturen wurde mit dem Coulter Counter bestimmt. Die Messungen des
Chlorophyligehaltes und der Chlorophylifluoreszenz erfolgten wie in den Abschnitten 4.2

und 4.3 beschrieben.

6.3.1 Abbau von extern zugefiigtem Wasserstoffperoxid

Bakterienbehaftete und axenische Kulturen von A. kufferathii wurde extern
Wasserstoffperoxid hinzugefligt. Die Kulturen wurden am Versuchstag mit einer Dichte
von 50.000 Algenzellen/ml in 1 | Erlenmeyerkolben mit je 600 ml aus gewaschenen
(Abschnitt 1.1) Stammkulturen angesetzt. Die H,O,-Konzentration im Medium wurde vor
der Zugabe von externem Wasserstoffperoxid mit der in Abschnitt 4.1 dargestellten
Methode bestimmt. Die Erhéhung der H,O,-Konzentration um 500 nmol erfolgte durch
Zufiugen von 300 pl einer 1umol/l H,O,-Stammldésung. Dies entsprach einer
Dosiserhéhung von 6,5 pmol pro Algenzelle. Der Abbau von H,O, wurde Uber einen

Zeitraum von 24 h verfolgt.

6.3.2 Induktion von oxidativem Stress durch hohe Lichtintensitat

Bakterienbehaftete und axenische Kulturen von A. kufferathii wurden wie in Abschnitt
6.3.1 beschrieben angesetzt. Die Kultivierung erfolgte in modifizierten Tiefkihltruhen
(Comfort Plus, Siemens) bei Standardbedingungen und einer erhohten Lichtintensitat von

80 umol Photonen x m?x s™.
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Die ersten Probennahmen zur Bestimmung der H,O,-Konzentration begann 1 h vor
Beginn der Lichtphase. Die H,O,-Konzentration wurde Gber 15 h mit der in Abschnitt 4.1

beschriebenen photometrischen Methode verfolgt.

6.3.3 Einfluss von induziertem oxidativem Stress

Bakterienfreie und bakterienbehaftete Kulturen von A. kufferathii wurden in 300 ml
Erlenmeyerkolben mit einer Dichte von 20.000 Zellen/ml angesetzt. Den Kulturen wurde
extern Wasserstoffperoxid in Konzentrationen von 0,5 pmol/l, 1 ymol/l und 2 pmol/l

hinzugefiigt.

6.4 Reaktionen auf hyper- und hypoosmotischem Stress

Die Kulturen wurden am Versuchstag mit einer Dichte von 50.000 Algenzellen/ml in 1 |
Erlenmeyerkolben mit je 600 ml aus zuvor gewaschenen (Abschnitt 1.1) Stammkulturen
angesetzt. Die Versuchsmedien wurden mit WIMEX auf die gewlnschten Salzgehalte
eingestellt (5, 25, 70, 80, und 90 PSU).

6.5 Reaktionen auf Temperatur-Stress

Aus bakterienfreien und bakterienbehafteten Stammkulturen wurde nach drei
Waschschritten 200 ml Versuchskulturen mit einer Dichte von 150.000 Algenzellen/ml
angesetzt. Diese wurden zur Kontrolle bei 0°C und zur Untersuchung des Effektes von
hyperthermischem Stress bei 8°C und 15°C kultiviert.

6.6 Nahrstoffentwicklung in bakterienfreien und bakterienbehafteten
Kulturen von Amphiprora kufferathii.

Aus bakterienfreien und bakterienbehafteten Stammkulturen wurde nach drei
Waschschritten 200 ml Versuchskulturen zu 90.000 Algenzellen/ml angesetzt. Die
Kultivierung erfolgte unter Standardbedingungen im 0°C-Raum. Die Kontrollansatze
wurden im Vollmedium kultiviert (Abschnitt 1.3). Die Kultivierung der Versuchsansatze
erfolge in Stickstoff, Phosphat und Silikat-Mangelmedien (Abschnitt 1.3). Das Wachstum
der Kulturen wurde mit dem Coulter Counter verfolgt (Abschnitt 1.7). Die Konzentrationen
von Nitrat, Nitrit, Ammonium und Silikat wurden bestimmt wie in Abschnitt 4.5

beschrieben.
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7 Elektronenmikroskopische Methoden

7.1  Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Bakterienbehaftete Kulturen wurden fur 2 h in 4 % Glutaraldehyd (Plano, Wetzlar) in
Cacodylatpuffer (pH 7) auf Eis fixiert. Glutaraldehyd reagiert mit den Proteinen der Probe
und stellt Quervernetzungen her (Robinson et al. 1985). Daraufhin erfolgte eine
Nachfixierung mit 4 % Osmiumtetroxid (Plano, Wetzlar) in Cacodylatpuffer (pH 7) fir 1 h
auf Eis. Osmiumtetroxid (OsQ,) reagiert hauptsachlich mit Lipiden. Es kommt zur Bildung
von Glycolosmaten. Aufgrund des Metallatoms ist OsO, elektronendicht und besitzt
neben der fixierenden auch eine kontrastgebende Wirkung (Robinson et al. 1985). Es
erfolgte eine Entwasserung mit Ethanol und anschlielender Einbettung der Proben in LR-

White-Harz (medium grade, Plano, Wetzlar).

Tabelle 15: Programm fiir die Entwasserung der Proben mit Ethanol und anschlieBender
Einbettung in LR-White-Harz.

Lésung Zeit
10 % Ethanol 30 min
20 % Ethanol 30 min
40 % Ethanol 30 min
60 % Ethanol 30 min
80 % Ethanol 30 min
96 % Ethanol 30 min
LR-White : 96 % Ethanol 1:2 1h
LR-White : 96 % Ethanol 1:1 1h
LR-White : 96 % Ethanol 2:1 12 h
LR-White (konzentriert) 12h
LR-White (konzentriert) 12h

Nach der Einbettung wurden die Proben in BEEM® Kapseln (Plano, Wetzlar ) lberfiihrt
und das Harz uUber Nacht bei 60°C ausgehartet. Im Anschlu} wurden die geharteten
Blécke zugetrimmt und mit einem Ultramikrotom unter Verwendung selbst hergestellter
Glasmesser auf eine Starke von ca. 0,7 um geschnitten. Die Schnitte wurden auf
Kupfernetzchen (150 Maschen, Plano, Wetzlar) tbertragen.

Um den Kontrast der Proben zu erhdhen, erfolgte eine Nachkontrastierung nach
Reynolds (1963) mit 2 % Uranylacetat und 2,6 % Bleicitrat. Dazu wurden die Proben auf
den Netzchen fir 30 min bei Raumtemperatur mit der Objektseite auf einen Tropfen der
Uranylacetat-Lésung gelegt. Uranylacetat reagiert mit Membranstrukturen, DNS und

Proteinen und flihrt zu einer weiteren Erhéhung des Kontrastes (Robinson et al. 1985).
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Nachdem die Proben sorgfaltig mit bidestilliertem Wasser (Bidest) gespult wurden,
erfolgte eine Inkubation flr 30 min mit der Objektseite auf einem Bleicitrat-Tropfen. Dabei
ist auf eine Kohlendioxid-reduzierte Atmosphdre zu achten, da sich ansonsten
Bleicarbonatniederschlage bilden, die sich auf dem Objekt absetzen. Die Beseitigung des
atmospharischen CO, wird durch die Bleicitratinkubation in einem verschlossenen Gefaf}
mit Natriumhydroxid-Plattchen erreicht (Robinson et al. 1985).

AnschlieBend erfolgte die Betrachtung der Praparate unter dem Transmissions-

elektronenmikroskop (EM10, Zeiss, Jena).

7.2 Rasterelektronenmikroskopie (REM)
Diatomeenkulturen mit anheftenden Bakterien wurden fur 2 h in 2 % Glutaraldehyd in
Standardmedium auf Eis fixiert. Daraufhin erfolgte ein schrittweises Waschen der Proben

mit anschlieRender Entwasserung.

Tabelle 16 : Waschen und Entwassern der Proben fiir die Rasterelektronenmikroskopie.

Lésung Zeit

Bidest : Standardmedium 1:2 10 min
Bidest : Standardmedium 1:1 10 min
Bidest : Standardmedium 2:1 10 min
Bidest 10 min
Aceton 5 % 10 min
Aceton 10 % 10 min
Aceton 20 % 10 min
Aceton 30 % 10 min
Aceton 50 % 10 min
Aceton 70 % 10 min
Aceton 90 % 10 min
Aceton 100 % 15 min
Aceton 100 % 15 min

Im Anschluss an die Entwasserung mit Aceton erfolgte die Trocknung der Proben in der
sogenannten Kritischen Punkt Trocknung. Bei diesem Verfahren wird in einer
Druckkammer (CPD 030, Baltec, Liechtenstein) das Entwasserungsmittel Aceton gegen
ein flissiges Ubergangsmedium (hier Kohlendioxid) ausgetauscht. Nach Abschluss der
Substitution wird die Kammer erhitzt, bis das CO, den Kritischen Punkt erreicht und es in
flissiger- wie in Gasform die gleiche Dichte aufweist. Das CO, wird dann als Gas aus der

Kammer abgelassen.
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Es erfolgte die Fixierung der Proben auf Objekttragern fiir die Rasterelektronen-
mikroskopie (Plano) mit anschliefender Goldbeschichtung (Starke: 7 nm) in einem
Sputter (Lineon SCD 040, Balzers, Bingen). Die Praparate wurden in einem

Rasterelektronen-mikroskop (ISI 100B, Zeiss, Jena) untersucht.
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C Ergebnisse

1 Kulturversuche

1.1  Etablierung einer axenischen Algenkultur

Eine wichtige Voraussetzung fur vergleichende Studien war die Etablierung einer
axenischen Kultur von A. kufferathii. Nur durch den Vergleich der Reaktionen
bakterienfreier und bakterienbehafteter Kulturen auf unterschiedliche Stressoren
kénnen detaillierte Aussagen Uber den Einfluss der epiphytischen Bakterien auf die
Diatomee getroffen werden.

Axenische Algenkulturen kénnen nach verschiedenen Methoden hergestellt werden,
zum einen die Reduzierung von Bakterien durch mechanische Verfahren, wie
Dichtegradientenzentrifugation oder dem Ausplattieren auf Festmedien, zum anderen
die Behandlung der Mischkultur mit Antibiotika.
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Abbildung 11: Lichtmikroskopische Aufnahme von bakterienbehafteten Zellen (links,
Farbung mit Lugolscher Léosung, Faktor 600) und bakterienfreien Zellen von A. kufferathii
(rechts, ungefarbt, Eintauchobjektiv) nach Behandlung mit Ampicillin (Faktor 1000).

A. kufferathii ist fir die Kultivierung auf Festmedien nicht geeignet. Wenige Tage nach
dem Uberimpfen auf Standard-Agarmedium kam es zum Absterben der Diatomee.
Auch die Zentrifugation durch 100% Percoll fihrte nicht zur Reduzierung der Bakterien
und war fur die Alge letal.

Die Anwendung der Antibiotika Streptomycin und Chloramphenicol (Abschnitt B 1.4)
fuhrten zum Absterben der Diatomee bei Konzentartionen Uber 1,25 mg/ml bzw. 0,5
mg/ml. Penicillin brachte in Dosen, die fir die Alge nicht letal waren (2,5 - 15 mg/ml),
keinen Erfolg.

Nach Behandlung der Mischkultur mit dem Antibiotikum Ampicillin (Abschnitt B 1.4) ist

es gelungen, eine axenische Kultur von Amphiprora kufferathii zu gewinnen. Die
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Uberprifung mittels DAPI-Farbung (Abschnitt B 2.1) ergab keine weitere
Bakterienkontamination der Reinkultur. Somit stand eine bakterienfreie Kultur fur die

weiteren physiologischen und biochemischen Untersuchungen zur Verfugung.

2 Struktur der Mischkultur und Identifizierung der Bakterien

Um abzuschatzen, ob die Mischkultur als Modellsystem flir die Untersuchung der
Wechselwirkungen zwischen den epiphytischen Bakterien und A. kufferathii
herangezogen werden kann, mussten die Bakterien zunachst identifiziert werden.
Durch die Identifizierung der Bakterien kdnnen Aussagen darliber getroffen werden, ob
sich die Mischkultur im naturnahen Zustand befindet oder ob sich durch die lange
Kulturhaltung im Labor ein artifizielles System etabliert hat.

Zur Identifizierung der Bakterien wurden sowohl klassisch mikrobiologische Techniken

sowie molekularbiologische Verfahren angewendet.

2.1 Isolierung von Bakterien aus der Mischkultur
Zur Ildentifizierung und zur Untersuchung des Oxidationsschutzes sollten die Bakterien
der Mischkultur isoliert werden. Hierzu wurden Verdlinnungen der Mischkultur aus
A. kufferathii und Bakterien auf Festmedium ausplattiert (Abschnitt B 1.5).
Aus den Isolationsversuchen (Abschnitt B 5) wurden drei Isolate gewonnen. Diese
gingen aus den 1:5 und 1:50 Verdinnungen hervor. Die ldentifizierung erfolgte Uber
FISH und Uber Sequenzierungen. Untersuchungen mit FISH-Sonden ergaben
Anreicherungen von Alphaproteobakterien auf Glycylglycin, Fleischextrakt und
A. kufferathii (AHALF1A und AHALF2A). Es folgte die Sequenzierung der 16S-rRNS
Gene mit anschlieRender bioinformatischer Analyse.
Sulfitobacter pontiacus
,_L Sulf-'.obame;:;ZEODacte' "

|

|

| —

I__ . r - AHALF2A Isolate From Antarctic Diatom Culture
Sulfitobacter sp.

; —  Sulfitobacter brevis
- 07 Sulfitobacter dubius

Sulfitobacter delicatus

Antarctic seawater bacterium
Staleya guttiformis
Roseobacter denitrificans

' Sulfitobacter mediterraneus

01

Abbildung 12: Phylogenetische Position der aus der Mischkultur gewonnenen Isolate
innerhalb der Klasse Alphaproteobakteria (Maximum Likelihood). Die unten angegebene
Distanz entspricht 10% Unterschied in der Nucleotidsequenz.
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Die Isolate aus der Klasse der Alphaproteobakterien sind von dem Programm ,Arb“ in
die Familie der Rhodobacteriaceae in verwandtschaftlicher Nahe zur Gattung
Sulfitobacter eingeordnet worden.

Der Abgleich mit der EBI-Datenbank tUber BLAST-Suche fuhrte ebenfalls die Gattung
Sulfitobacter als nachsten Verwandten an. Der Grad der Verwandschaft ist in Tabelle

17 angegeben.

Tabelle 17: Ubereinstimmung der Sequenzen der Isolate innethalb der
Alphaproteobakterien und ihrer ndachsten Verwandten.

AHALF1A  AHALF2A Arctic Sulfitobacter sp.  Sulfitobacter sp.

AHALF1A 99,43% 99,09% 98,9%
AHALF2A 99,43% 99,14% 98,95%
Arctic Sulfitobacter sp. 99,09% 99,14% 98,66%
Sulfitobacter sp. 98,9% 98,95% 98,66%

Auf mit Pepton angereichertem Festmedium wurden Vertreter der Bacteriodetes-
Gruppe (AHCF1A und AHCF2A) isoliert. Auch hier erfolgte die ldentifizierung Uber

FISH und Sequenzierungen.

[ MH16 Clone From Antarctic Ice Diatom Culture
: Marine psychrophile IC076
Psychroflexus torquis
"""" Psychroflexus gondwanense
Cellulophaga baltica
uncultured Cellulophaga

Cellulophaga uliginosa
I__""" - Marine psychrophile ACAM210

uncultured Cellulophaga

| IN—

[ AHCF2A Isolate From Antarctic Diatom Culture
AHCF1A Isolate From Antarctic Diatom Culture

marine psychrophile SW17

Abbildung 13: Phylogenetische Position der aus der Mischkultur gewonnenen Isolate
innerhalb der Bacteriodetes-Gruppe (Maximum Likelihood). Die unten angegebene
Distanz entspricht 10% Unterschied in der Nucleotidsequenz.

Die phylogenetische Analyse gab die Position der Isolate mit der Gattung Cellulophaga
innerhalb der Familie Flavobacteriaceae an (Abb. 13). Die Uberprifung dieses
Ergebnisses Uber eine BLAST-Suche in der EBI-Datenbank erbrachte das selbe

Resultat.

Gemal der FISH-Analyse und der Sequenzierungen wurden auf Festmedium mit

Hefeextrakt Gammaproteobakterien (AHGAMO1) angereichert.
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Colwellia psychroerythraea
Colwellia psychroerythrus
Colwellia psychroerythrea
- AHGAMO1 Isolate From Antarctic Diatom Culture
Colwellia psychroerythrus 4
- _ ‘ Colwellia demingiae
| Colwellia hornerae
i Colwellia sp. Ant5-9
Colwellia psychrotropica
Marine psychrophile 1C052
Psychromonas antarctica

Psychromonas arctica

01

Abbildung 14: Phylogenetische Position der aus der Mischkultur gewonnenen Isolate
innerhalb der Gammaproteobakterien (Maximum Likilyhood). Die unten angegebene
Distanz entspricht 10% Unterschied in der Nucleotidsequenz.

Die isolierten Gammaprotobakterien gehéren zur Gattung Colwellia innerhalb der
Familie der Alteromonaceae. Colwellia psychroerytrus wurde als nachster Verwandter
des Isolates AHGAMO1 angegeben (Abb 14). Die Uberpriifung mit der EBI-Datenbank

erbrachte das selbe Resultat.

Uber Isolationsversuche wurden also aus der Mischkultur drei Bakterienarten aus drei
verschiedenen Klassen angereichert werden. Nach Untersuchungen ihrer 16S-rRNS
Gene wurden sie innerhalb ihrer Familien und Gattungen in der Nahe von
psychrophilen und psychotoleranten Bakterienarten eingeordnet. Diese Arten stammen
offenbar noch aus der Originalprobe aus der Antarktis (1986) und wurden in der
Amphiprora kufferathii Kultur mit kultiviert. Die Isolate AHALF1A und AHALF2A weisen
die groRte Sequenz -Ubereinstimmung mit einer arktischen Bakterienart auf. Hierbei
handelt es sich vermutlich um einen psychrophilen bzw. psychotoleranten Vertreter der

in der Antarktis noch nicht isoliert wurde.

2.2 Identifizierung der Bakterien liber Klonierungen

Nur wenige marine Bakterien sind in Standardmedien kultivierbar. Die Abstimmung
spezieller oligotropher Medien gestaltet sich im Labor oft schwierig, vor allem wenn
man die genauen Bedurfnisse der gesuchten Bakterien nicht kennt. Aussagen uber
das Vorkommen und die Verbreitung mariner Bakterien sind uUber Kultivierungs- und
Isolationsversuche schwierig.

Eine Mdglichkeit diese Bakterien zu erfassen, bietet die Analyse der gesamten 16S-
rRNS Gene einer Umweltprobe mit anschlieliender Sequenzierung.

Zur kulturunabhangigen Identifizierung der epiphytischen Bakterien wurden 16S-rRNS

Gene aus einer Mischkultur amplifiziert (Anschnitt B 2.2.1) und in E. coli kloniert
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(Abschnitt B 2.3). Zur Reduzierung der Sequenzieransatze wurde nach der
Amplifizierung der in die E. coli-Plasmide insertierten DNS eine Restriktions-
verdauanalyse (ARDRA) durchgefuhrt (Abschnitt B 2.4).
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Abbildung 15: Gelelektrophoretische Auftrennung nach Restriktionsverdau am Beispiel
von 8 Klonierungsansiatzen ( 3% Agarose in TBE-Puffer, 120 Volt, 3 h). Weitere Erklarung
imText.

Innerhalb der 96 analysierten Klone brachte die ARDRA drei unterschiedliche
Bandenmuster hervor. Die Bahnen 6, 8 und 9 (Abb. 15) sind der Gruppe A zugeordnet.
Das Bandenmuster auf Bahn 5 gehort der Gruppe B an. Die Bahnen 2 bis 4 sowie 7
entsprechen einem Bandenmuster, das als Gruppe C zusammengefasst wurde. Die
unterschiedlichen DNS-Fragmentgrofien in den einzelnen Gruppen sind in Tabelle 18

zusammengefasst.

Tabelle 18: Zusammenstellung der FragmentgroBen nach der Restriktionsanalyse mit
Zuordnung zur entsprechenden phylogenetischen Gruppe

Gruppe Fragmentgrofien kb Zuordnung

A 415 281 221 157 108 90 74  a-Proteobacteria
B 352 277 164 135 98 79 Bacteriodetes

C 457 326 144 94 Organelle
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31%

51%

18%

Abbildung 16: Verteilung der ARDRA-Gruppen in 96 analysierten Klonen. A=
Aplpahproteobakterien (Octadecabacter antarcticus)), B = Bacteriodetes-Gruppe
(Psychroflexus sp.), C = Organelle (Chloroplast).

Uber die Halfte der untersuchten Klone wurden als Chloroplasten-DNS angesprochen.
Den gréften Anteil der Bakterien bestritten mit 33,28% die Alphaproteobakterien
(Abb. 16).

Klone aus allen Gruppen wurden sequenziert (Abschnitt B 2.5). Nach der Auswertung
der gewonnenen Sequenzen wurden die Ergebnisse mit bekannten Sequenzen in der
EBI-Datenbank (BLAST-Suche) verglichen. Zusatzlich erfolgte eine phylogenetische

Einordnung der bakteriellen Sequenzen mit dem Programm Arb (Abb. 17 und 18).

marine alpha protecbacterium AS-22

) [ marine alpha protecbacterium AS-19
- | "~ marine snow associated bacterium

| o [ Octadecobacter arcticensis

| MHO4 Clone From Antarctic Ice Diatom Culture

| || MHOB Clone From Antarctic Ice Diatom Culture

! MHO2 Clone From Antarctic Ice Diatom Culture

" Octadecabacter antarcticus

] T
| I

Unidentified alpha proteobacterium
alpha proteobacterium 1C14

Roseobacter sp

Abbildung 17: Phylogenetische Position der aus der Mischkultur gewonnenen Klone
innerhalb der Alphaproteobakterien (Maximum Likelihood). Die unten angegebene
Distanz entspricht 10% Unterschied in der Nucleotidsequenz.
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Die Klone aus der Gruppe der Alphaproteobakterien wurden vom Arb-Programm
phylogenetisch nahe der arktischen Spezies Octadecabacter arcticensi (Gosink et al.
1997) und den antarktischen Vertreter Octadecabacter antarcticus (Gosink et al. 1997)
eingeordnet. Die starkste verwandtschaftliche Beziehung besteht mit der antarktischen
Art. Dieses Ergebnis wurde ber die EBI-BLAST-Suche verifiziert.

_| MHO08 Clone From Antarctic Ice Diatom Culture

I MH16 Clone From Antarctic lce Diatom Culture

. MH14 Clone From Antarctic lce Diatom Culture

_ ._.‘ " Marine psychrophile IC076
—  Psychroflexus gondwanense

‘ I Psychroflexus torquis
Psychroflexus torquis

T Cytophaga sp

—_ Salgentibacter salegens

_4[ abyssal strain Alll4

abyssal strain AlI3

Marine psychrophile
" Marine psychrophile 4

~  marine bacterium

Abbildung 18: Phylogenetische Position der aus der Mischkultur gewonnenen Klone
innerhalb der Bacteriodetes-Gruppe (Maximum Likelihood). Die unten angegebene
Distanz entspricht 10% Unterschied in der Nucleotidsequenz.

Sowohl die phylogenetische Einordnung Uber Arb als auch die EBI-BLAST-Suche
ergaben die engste verwandtschaftliche Beziehung der gewonnenen Bacteriodetes-
Klone zu dem Isolat IC076, einem in der Antarktis identifiziertem, psychrophilen
Bakterium (Bowman et al. 1997).

Insgesamt wurden somit 5 Bakterienspezies innerhalb der Mischkultur identifiziert. Drei

davon konnten isoliert werden (Tab. 19).

Tabelle 19: Zusammenstellung der identifizierten Bakterienspezies

Gruppe Art (wahrscheinlich) Lebensweise Isolat
Alphaproteobacteria Octadecabacter antarcticus  angeheftet nein
Alphaproteobacteria Sulfitobacter sp. angeheftet ja
Bacteriodetes Psychroflexus sp. angeheftet nein
Bacteriodetes Cellulophaga sp. angeheftet ja
Gammaproteobacteria  Colwellia psychroerythrus freilebend ja

Bis auf Sulffitobacter sp. stammen alle identifizierten Bakterien aus antarktischen

Gebieten. Es wird angenommen, dass diese seit Beginn in der Kultur von A. kufferathii

57



Ergebnisse (C)

enthalten blieben. Aufgrund dieses Ergebnis kann nun eine Aussage Uber die Qualitat
der Mischkultur als Modellsystem zur Untersuchung der Bakterien-Diatomeen-
Wechselwirkung getroffen werden (Abschnitt D 1.2). Die Grunde fur die
unterschiedlichen  Ergebnisse  der Isolationsversuche im  Vergleich  zur

kulturunabhangigen Klonierung werden in Abschnitt D 1.2 diskutiert.

2.3 Identifizierung der Bakterien Uuber Fluoreszenz in situ
Hybridisierung

Nach ldentifizierung der Bakterien sollte ihre Verteilung in der Mischkultur untersucht
werden. Die Bestimmung der Abundanzen einzelner Bakterienarten in einer
Umweltprobe Uber Isolationsversuche und Uber Klonierungen sind mit
Ungenauigkeiten belastet (Abschnitt D 1.2). Direkte Zahlungen mit Hilfe der
Fluoreszenz in situ Hybridisierungstechnik (FISH) gibt die Moglichkeit, die Verteilung
einzelner Bakteriengruppen in einer Probe zu bestimmen. Diese kann bis auf Artniveau
betrieben werden.

Mit FISH wurde die Mischkultur aus A. kufferathii und den epiphytischen sowie den
freilebenden Bakterien untersucht. Dabei wurden gruppenspezifische Sonden
eingesetzt, die Alpha- ,Beta-, und Gammaproteobakterien sowie die Bacteriodetes-
Gruppe detektieren. Als Kontrolle der FISH wurde die Eubakteriensonde Eub338 I
verwendet (Abb. 19A).

Mit der Sonde ALF968 wurden in der Mischkultur Alpharoteobakterien nachgewiesen
(Abb. 20A). Die spezifische Sonde ROS337 liel3 eine Eingrenzung dieser Bakterien auf
die Familie Rhodobacteraceae zu (Abb. 21A). Nach den Ergebnissen der Klonierung
wurde die Gattung Octadecabacter in der Mischkultur identifiziert. Dies konnte tber die
von Brinkmeyer (2003) entwickelte Sonde OCT1021 mit der FISH verifiziert werden
(Abb. 22A).

Freilebende Gammaproteobakterien (Abb. 23A) und Angehdrige der Bacteriodetes-
gruppe (Abb. 24A) waren ebenfalls in der Kultur nachzuweisen. Betaproteobakterien

wurden dagegen in der Mischkultur nicht gefunden.
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Abbildung 19: A) Signale nach Hybridisierung mit der Sonde EUB338 Il (Speazifitat :
Eubacteria), B) Darstellung der DAPI-Signale.

A

ALF968 DAPI

Abbildung 20: A) Signale nach Hybridisierung mit der Sonde ALF968 (Spezifitit :
Alphaproteobacteria), B) Darstellung der DAPI-Signale.

ROS337

Abbildung 21: A) Signale nach Hybridisierung mit der Sonde ROS337 (Spezifitit:
Roseobacter), B) Darstellung der DAPI-Signale.
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OCT1021

Abbildung 22: A) Signale nach Hybridisierung mit der Sonde OCT1021 (Spezifitat:
Octadecabacter), B) Darstellung der DAPI-Signale.

A =
GAM42a DAPI

Abbildung 23: A) Signale nach Hybridisierung mit der Sonde GAM42a (Speazifitat:
Gammaproteobacteria), B) Darstellung der DAPI-Signale.

A B
CF319a DAPI

Abbildung 24: A) Signale nach Hybridisierung mit der Sonde CF319a (Speazifitit:
Bacteriodetes), B) Darstellung der DAPI-Signale.
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4% 10%

73%

Abbildung 25: Verteilung der identifizierten Bakteriengruppen innerhalb der Mischkultur.
Bestimmung liber Fluoreszenz in situ Hybridisierung. A = Alphaproteobakterien (1134
ausgezidhlte Bakterienzellen), B = Bacteriodetes-Gruppe (845 ausgezdhlte Bakterien-
zellen), C = Gammaproteobakterien (798 ausgezahlte Bakterienzellen).

Die Auszahlungen ergaben eine Dominanz der Alphaproteobakterien innerhalb der
Mischkultur (Abb. 25). Der Anteil der Bakteriodetesgruppe mit 13 + 4 % und den
Gammaproteobakterien mit 10 + 4 % ist fast gleich groR®. Fast vier Prozent der
Bakterien die mit DAPI nachgewiesen wurden, konnten mit spezifischen Sonden nicht
wiedergefunden werden. Dies kann auf Fehlhybridisierungen, Signalliberlagerungen
durch Autofluoreszenz und Zahlfehler zurtickgeflhrt werden.

Die Zahlung der mit der OCT1021 Sonde spezifisch gefarbten Zellen von
Octadecabacter ergaben einen Anteil von bis zu 70 + 8 %. Dieses Bakterium ist somit
in der Mischkultur dominierend. Uber die FISH konnte zudem festgestellt werden, dass
mit Ausnahme der Gammaproteobakterien alle anderen Bakterien angeheftet auf

Amphiprora kufferathii wachsen.

3. Wachstumsversuche

Um den Einfluss der epiphytischen Bakterien auf Amphiprora kufferathii zu
untersuchen, wurde das Wachstum von axenischen und bakterienbehafteten Kulturen

unter verschiedenen Bedingungen miteinander verglichen.
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3.1  Wachstum unter Standardbedingungen

Bakterien konnen auf Algen stimulierend oder inhibierend einwirken. Eine
stimulierende Wirkung der Bakterien auf A. kufferathii wirde auf eine kommensalische
oder sogar mutualistische Beziehung hindeuten. Eine Inhibierung des Wachstums der
Alge liele auf eine parasitische Beziehung schliefen. Ist keine Beeinflussung
erkennbar, wirde dies auf eine neutrale Lebensgemeinschaft hindeuten.

Mit der axenischen Diatomeenkultur wurden vergleichende Wachstumsexperimente
durchgefihrt. Das Wachstum von bakterienfreien und bakterienbehafteten Kulturen
wurde unter Standardbedingungen (Standardmedium, 40 pmol Photonen x m? x s™,12
h Licht / 12 h Dunkel) Gber 28 Tage verfolgt.
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Abbildung 26: Wachstum von bakterienfreien und bakterienbehafteten Kulturen von
A. kufferathii unter Standardbedingungen (<& Zellzahl bakterienfrei, O Zellzahl
bakterienbehaftet, — Wachstumsrate bakterienfrei, -- Wachstumsrate bakterienbehaftet,
Wachstumsrate = Verdopplung pro Tag, n=5)

Alle Kulturen wuchsen bis zum achten Tag nahezu synchron. Am 10. Tag beginnt die
bakterienbehaftete Kultur schneller zu wachsen, was sich bis zum Versuchsende
fortsetzt. Die Wachstumsraten unterscheiden sich nur geringfiigig voneinander.
Zwischen dem 8. und dem 20. Tag liegt die Wachstumsrate der bakterienbehafteten
Kultur etwas hoher als die der bakterienfreien Kultur (Abb. 26).

Diese stimulierende Wirkung wurde bei fast allen weiteren Experimenten beobachtet.
Dies deutet auf eine mutualistische Beziehung zwischen A. kufferathii und den

epiphytischen Bakterien hin.
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3.2 Wachstum bei Zugabe von Glycin und Glycylglycin

Ein zumindest stimulierender Effekt der Bakterien auf das Wachstum von A. kufferathii
konnte gezeigt werden. Zur Untersuchung der Ursache flr diesen Effekt wurden
weitere Wachstumsversuche durchgeflihrt.

Einige Bakterien sind in der Lage Glycylglycin abzubauen und zu verwerten. Das
Abbauprodukt Glycin kénnte fir das gesteigerte Wachstum der bakterienbehafteten
gegenuber der bakterienfreien Kultur verantwortlich sein.

Zur Uberprifung des Effektes der Puffersubstanz Glycylglycin wurden die
Versuchskulturen in ungepuffertem Medium, in Standardmedium mit Glycylglycin und

in ungepuffertem Medium mit Glycin-Zusatz kultiviert.
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Abbildung 27: Oben: Wachstum bakterienbehafteter Kulturen von Amphiprora kufferathii
unter Zugabe von Glycin und Glycylglycin. Unten: Wachstum bakterienfreier Kulturen
von Amphiprora kufferathii unter Zugabe von Glycin und Glycylglycin (& ungepuffert, [
Glycin, O Glycylglycin, n=3).

Hinsichtlich des Wachstums unterscheiden sich die bakterienfreien Kulturen von
A. kufferathii bei Glycin-Zugabe und im ungepufferten Medium geringfugig

voneinander. Die bakterienfreien Kulturen in Glycylglycin gepufferten Medium weisen
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mit Beginn der stationaren Phase deutlich geringere Zellzahlen auf als die anderen
Versuchsansatze (Abb. 27).

Bei den bakterienbehafteten Kulturen von A. kufferathii zeigte der Ansatz nach Glycin-
Zugabe ab dem vierten Versuchstag das schnellste Wachstum und die hdéchsten
Zellzahlen. Der ungepufferte- und der Glycylglycin-Ansatz unterscheiden sich am
achten und am 21. Versuchstag geringfligig.

Diese Ergebnisse bestatigen, dass der stimulierende Effekt der Bakterien auf das
Wachstum von A. kufferathii nicht auf den Abbau von Glycylglycin zu Glycin

zurtickzufuhren ist.

3.3 Wachstum bei Zugabe von Katalase

Durch die Photosynthese der Algen wird Wasserstoffperoxid freigesetzt. Neben den
Algen sind auch Bakterien befahigt, H,O, aktiv zu beseitigen. Um zu untersuchen, ob
der stimulierende Effekt auf das Wachstum von A. kufferathii durch den Abbau von
H,O, durch die Bakterien ausgel6st wird, wurde dem Medium einer bakterienfreien
Kultur der Diatomee Katalase hinzugeflgt. Dieses Enzym baut H,O, zu Wasser ab und
kann so den potentiellen Einfluss der Bakterien simulieren.

Zum entsprechenden Ansatz wurden taglich 20 pg Katalase hinzugefugt. Zur Kontrolle

diente eine bakterienfreie A. kufferathii Kultur unter Standardbedingungen.
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Abbildung 28: Effekt extern zugefiigter Katalase auf das Wachstum einer bakterienfreien
Kultur von Amphiprora kufferathii im Vergleich zu einer bakterienfreien Kultur ohne
Katalase und einer bakterienbehafteten Kultur (O bakterienbehaftet, & bakterienfrei, 4
bakterienfrei + Katalase, n=4).

Durch die extern zugefligte Katalase wurde kein erhdhtes Wachstum der A. kufferathii
Kultur ausgelést. Am 12. und am 15. Versuchstag lag die Zellzahl der
Versuchskulturen nur wenig Uber dem der bakterienfreien Kontrolle (Abb. 28). Beide

wurden aber vom Wachstum der bakterienbehafteten Diatomeenkultur deutlich
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Ubertroffen. Durch eine Erhdéhung der Katalasedosis auf taglich 50 ug brachte
ebenfalls keine Effekisteigerung (Daten nicht gezeigt). Somit ist der
wachstumsférdernde Effekt bei A. kufferathii wahrscheinlich nicht auf den Abbau von

H»O, durch die Bakterien zurtickzuftihren.

4 Biochemische Untersuchungen zum enzymatischen
Oxidationsschutz

Fur eine Bestandsaufnahme wurde der enzymatische Oxidationsschutz der Diatomee
und der isolierten Bakterien untersucht. Die Oxidationsschutzenzyme geben
Aufschluss, auf welche Weise der entsprechende Organismus reaktive
Sauerstoffspezies beseitigt.

Zur Untersuchung der Ausstattung von A. kufferathii und den isolierten Bakterien mit
Oxidationsschutzenzymen wurden native Polyacrylamid Gelelektrophoresen (PAGE)
durchgefuhrt (Abschnitt B 3.2), die spezifisch flir Katalase, Superoxid-Dismutase und
Glutathion-Reduktase angefarbt wurden (Abschnitt B 3.3). Die nachgewiesenen
Oxidationsschutzenzyme mit  den apparenten Molekulargewichten  sind

zusammenfassend in Tabelle 20 dargestellt.

41 Oxidationsschutzenzyme in Amphiprora kufferathii

In Rohextrakten aus A. kufferathii wurden die Proteine nativ Uber PAGE aufgetrennt
und spezifisch gefarbt. Zur GréRenbestimmung wurde der Precision plus Protein
Standard (Bio Rad, Minchen) verwendet. Die Berechnung der Molekulargewichte

erfolgte Uber das Programm Lablmage (Kapelan, Halle).
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Abbildung 29: Rohextrakte aus A. kufferathii nach nativer Auftrennung in einem 12%
PAA-Gel (Bahn 1-3: 25mA, 12h, 4°C; Bahn 4-7: 25mA, 10h, 4°C). Bahn 1: Proteinstandard,
Bahn 2: Katalase, Bahn 6: Glutathion-Reduktase, Bahn 4 Proteinstandard 5: Superoxid-
Dismutase, Bahn 6: Superoxid-Dismutase nach Inhibition mit Kaliumzyanid, Bahn 7:
Superoxid-Dismutase nach Inhibition mit Wasserstoffperoxid.
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In axenischen Kulturen von A. kufferathii wurde keine Katalaseaktivitat nachgewiesen
(Abb. 29, Bahn 2), jedoch waren zwei Superoxid-Dismutasen vorhanden (Bahn 5). Bei
den Enzymen mit apparenten Molekulargewichten von 59 kDa und 46 kDa war eine
Inhibition mit Kaliumzyanid und Wasserstoffperoxid nicht moglich. Daher wird
angenommen, dass Mangan als prosthetische Gruppe vorliegt.

Glutathion-Reduktase (Bahn 3) kommt in zwei Isoformen mit einer Grélte von 71 und
62 kDa in A. kufferathii vor.

4.2 Oxidationsschutzenzyme im isolierten  Sulfitobacter-Stamm
AHALF1A

Anhand von Rohextrakten aus Sulfitobacter sp. wurden die Proteine nativ Giber PAGE

aufgetrennt und spezifisch gefarbt.

Abbildung 30: Rohextrakte aus Sulfitobacter sp. nach nativer Auftrennung in einem 12%
PAA-Gel (25mA, 12h, 4°C). Bahn 1: Proteinstandard, Bahn 2: Katalase, Bahn 3:
Superoxid-Dismutase, Bahn 4: Superoxid-Dismutase nach Inhibition mit Kaliumzyanid,
Bahn 5: Superoxid-Dismutase nach Inhibition mit Wasserstoffperoxid, Bahn 6:
Glutathion-Reduktase.

Sulfitobacter sp. enthalt ein Enzym mit Katalaseaktivitat (Abbildung 30, Bahn 2). Es hat
ein Molekulargewicht von ca. 141 kDa. Superoxid-Dismutase war in Sulfitobacter sp.
ebenfalls nachweisbar. Das Molekulargewicht wurde mit ca. 40 kDa bestimmt. Dieses
Enzym war sowohl mit Kaliumzyanid als auch mit Wasserstoffperoxid hemmbar, was
auf Eisen als prosthetische Gruppe hindeutet.

In dem Extrakt aus Sulfitobacter sp. wurde eine Glutathion-Reduktase mit einem

apparenten Molekulargewicht von ca. 79 kDa nachgewiesen.
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4.3 Oxidationsschutzenzyme im isolierten Cellulophaga-Stamm
AHCF1A

Anhand von Rohextrakten aus Cellulophaga sp. wurden die Proteine nativ iber PAGE

aufgetrennt und spezifisch geféarbt.
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Abbildung 31: Rohextrakte aus Cellulophaga sp. nach nativer Auftrennung in einem 12%
PAA-Gel (Bahn 1-3: 25mA, 12h, 4°C; Bahn 4-7: 25mA, 10h, 4°C). Bahn 1: Proteinstandard,
Bahn 2: Katalase, Bahn 6: Glutathion-Reduktase Bahn, Bahn 4 Proteinstandard 5:
Superoxid-Dismutase, Bahn 6: Superoxid-Dismutase nach Inhibition mit Kaliumzyanid,
Bahn 7: Superoxid-Dismutase nach Inhibition mit Wasserstoffperoxid.

Katalaseaktivitat konnte in einem Rohextrakt aus Cellulophaga sp. nachgewiesen
werden. Das apparente Molekulargewicht des detektierten Proteins betrug ca. 138 kDa
(Abb 31).

Funf Isoenzyme der Superoxid-Dismutase wurden in Cellulophaga sp. nachgewiesen.
Weder SOD1 (36 kDa), SOD2 (31 kDa), SOD3 (28 kDa), SOD4 (26 kDa) noch SOD5
23 (23 kDa) waren mit Kaliumzyanid oder Wasserstoffperoxid hemmbar, was auf
Mangan als prosthetische Gruppe hinweist.

Eine Glutathion-Reduktase mit einem apparenten Molekulargewicht von ca. 90 kDa

wurde in Cellulophaga sp. detektiert.
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44 Oxidationsschutzenzyme im isolierten Colwellia-Stamm AHGAMO01
Anhand von Rohextrakten aus Colwellia sp. wurden die Proteine nativ Uber PAGE

aufgetrennt und spezifisch gefarbt.
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Abbildung 32: Rohextrakte aus Colwellia sp. nach nativer Auftrennung in einem 12%
PAA-Gel (25mA, 12h, 4°C). Bahn 1: Proteinstandard, Bahn 2: Katalase, Bahn 3:
Superoxid-Dismutase, Bahn 4: Superoxid-Dismutase nach Inhibition mit Kaliumzyanid,
Bahn 5: Superoxid-Dismutase nach Inhibition mit Wasserstoffperoxid, Bahn 6:
Glutathion-Reduktase.

Das in Colwellia sp. detektierte Enzym mit Katalaseaktivitat wies ein apparentes
Molekulargewicht von ca. 124 kDa auf (Abb 32). SOD-Aktivitat konnte in Colwellia sp.
nicht gezeigt werden. Das apparente Molekulargewicht einer Glutathion-Reduktase in
Colwellia sp. betrug 61 kDa.

Tabelle 20: Zusammenfassung der apparenten Molekulargewichte der identifizierten
Oxidationsschutzenzyme in den untersuchten Algen- und Bakterienspezies

Amphiprora Sulfitobacter Cellulophaga Colwellia

kufferathii AHALF1A AHCF1A AHGAMO1

CAT n.n. 185 kDa 170 kDa 145 kDa
SOD1 59 kDa (Mn) 40 kDa (Fe) 36 kDa (Mn)

SOD2 46 kDa (Mn) 31 kDa (Mn)

SOD3 28 kDa (Mn)

SOD4 26 kDa (Mn)

SOD5 23 kDa (Mn)

GR1 71 kDa 79 kDa 90 kDa 61 kDa
GR2 62 kDa
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Katalase konnte in Amphiprora kufferathii nicht nachgewiesen werden. Das bedeutet,
dass der Abbau von Wasserstoffperoxid in der Diatomee durch andere Wege erfolgen
muss (Abschnitt D 2.2.2). Die isolierten Bakterien enthielten alle Enyme mit Katalase-
Aktivitdt. Somit sind diese in der Lage Wasserstoffperoxid ohne weitere Substrate
abzubauen.

In A. kufferathii wurden zwei SOD-lsoenzyme nachgewiesen, was die Diatomee
befahigt, das in der Mehler-Reaktion freiwerdende Superoxid abzubauen und die
Bildung von Hydroxylradikalen zu unterdriicken. Auch Cellulophaga sp. und
Sulfitobacter sp. enthalten Superoxid-Dismutase. Wahrend das Alphaproteobakterium
Fe-SOD aufweist, besitzt das Flavobakterium flinf Mn-SOD Isoenzyme. In Colwellia sp.
konnte keine SOD nachgewiesen werden.

In allen Bakterien wurde Glutathion-Reduktase gefunden, was auf das Vorhandensein
eines Glutathon-Zyklus schlieen lasst. In A. kufferathii wurden zwei GR Isoenzyme
gezeigt. Diese konnten auf eine dominante Rolle des Glutathon-Zyklus in der Diatomee

hinweisen.

5 Physiologische Untersuchungen

5.1 Stoffwechselleistungen der Bakterien

Es wird vermutet, dass die epiphytischen Bakterien Exudate der Diatomee als
Kohlenstoffquelle nutzen. Die Untersuchung der Stoffwechselleistungen der Bakterien
soll Aufschluss dartuber geben, welche Art von Polysachariden A. kufferathii flr die

Bakterien bereitstellt.

5.1.1 Durch die Bakterien nutzbare Kohlenstoffquellen (BIOLOG)

Mit Hilfe kommerziell verfigbarer Testplatten flir gram-negative Bakterien wurden 95
verschiedene Kohlenstoffquellen auf ihre Nutzbarkeit fir die isolierten Bakterien
getestet (Tab. 21).
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Tabelle 21: Aufstellung der getesteten Kohlenstoffquellen und ihre Nutzung durch die
isolierten Bakterien.

Substrat Cellulophaga Colwellia Substrat Cellulophaga Colwellia
sp. sp. sp. sp.
Cyclodextrin - - Itaconsaure - -
Dextrin + - o-Ketobuttersaure - -
Glycogen - o-Ketoglutarsaure - -
Tween 40 - - o-Ketovalerinsaure - -
Tween 80 - - D,L-Milchsaure - -
N-acetyl-D-galactosamine + - Malonsaure - -
N-acetyl-D-glucosamine + - Propionsaure - -
Adonitol - - Chinasaure - -
L-Arabinose - - D-Sacchrinsaure - -
D-Arabitol - - Sebacinsaure - -
Cellobiose + - Bernsteinsaure - -
i-Erythritol - - Bromobernsteinsaure - -
D-Fructose - - Succinaminsaure - -
L-Fructose - - Glucuronamid - -
D-Galactose + - Alaninamid - -
Gentiobiose + - D-Alanin - -
o-D-Glucose + - L-Alanin -
m-Inositol - - L-Alanylgycin - -
a-D-Lactose + - L-Asparagin - -
Lactulose + - L-Asparaginsaure + -
Maltose + - L-Glutaminsaure + +
Mannitol + + Glycyl-L- - -
Aspoaraginsaure
Mannose + - Glycyl-L-Glutaminsaure - -
D-Melibiose + - L-Histidin - -
B-methyl-D-Glycosid + - Hydroxy-L-Prolin - -
D-Psicose - - L-Leucin - -
D-Raffinose - L-Ornithin - -
L-Rhamnose - - L-Phenylalanin - -
D-Sorbitol - - L-Prolin - +
Sucrose + - L-Pyroglutaminséure - -
D-Trehalose + - D-Serin - -
Turanose + - L-Serin - -
Xylitol - - L-Threonin - -
Methylpyruvat - - D,L-Carnitin - -
Monomethylsuccinat - - y-Aminobuttersaure - -
Essigsaure - - Urucansaure - -
Cis-Aconitsaure - - Inosin - -
Zitronensaure - - Uridin - -
Ameisensaure - - Thymidin - -
D-Galactonséaure-Lacton - - Phenylethylamin - -
D-Galacturonsaure + - Putrescin - -
D-Gluconsaure - - 2-Aminoethanol - -
D-Glucosaminsaure - - 2,3-Butandiol - -
D-Glucoronsaure + - Glycerin - -
a-Hydroxybuttersaure - - D,L,-a- - -
Glycerinphosphat
B-Hydroxybuttersaure - - Glucose-1-phosphat + -

y-Hydroxybuttersaure
p-Hydroxyphenylsaure

Glucose-6-phosphat
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Die Auswertung der Testplatten hat gezeigt, dass Cellulophaga sp. hauptséachlich
verschiedene Zucker und Aminosauren als Kohlenstoffquelle nutzen kann.

Die ldentifizierung von nur drei Kohlenstoffquellen bei Colwellia sp. hat vermutlich
methodische Griunde. Hier war eventuell die Zelldichte nicht ausreichend, um

auswertbare Signale hervorzubringen.

5.1.2 Abbau von Dimethylsulfoniumpropionat (DMSP)
Dimethylsulfoniumpropionat ist eine von vielen marinen Algen produzierte Verbindung.
Einige Bakterien sind in der Lage, DMSP als Kohlenstoffquelle zu nutzen oder zu
akkumulieren.

Kulturen von Sulfitobacter sp., Colwellia sp. und Cellulophaga sp. wurden auf die
Fahigkeit getestet, DMSP umsetzen zu koénnen. Dazu wurde dem Kohlenstoff-
Mangelmedium DMSP hinzugefligt und das Wachstum sowie die DMSP-Konzentration

uber einen Zeitraum von 11 Tagen verfolgt (Abschnitt B 6.2.1).

20

DMSP [umol/l]
= o

()]
|

Zeit (Tagen)

Abbildung 33: DMSP-Konzentration in einer Kultur von Sulfitobacter sp. lber einen
Zeitraum von 11 Tagen (®@=Sulfitobacter sp., O=Kontrolle, n=6).

In den Kulturen von Colwellia sp. und Cellulophaga sp. entsprach der Verlauf der
DMSP-Konzentration dem der Kontrollansatze ohne Inokulum (Daten nicht gezeigt).

Bei Sulfitobacter sp. zeigte sich innerhalb der ersten sechs Tage eine deutliche
Abnahme der DMSP-Konzentration gegenlber der Kontrolle. Dies deutet darauf hin,
dass Sulfitobacter sp. DMSP als Kohlenstoffquelle nutzen kann (Abb. 33). Es besteht
die Mdglichkeit, dass das von A. kufferathii produzierte DMSP von diesem

epiphytischen Bakterium genutzt wird.
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5.2 Reaktionen auf oxidativen Stress

5.2.1 Abbau von Wasserstoffperoxid durch epiphytische Bakterien

Eine zentrale Frage dieser Arbeit war, ob die epiphytischen Bakterien am
Oxidationsschutz der Eisdiatomee A. kufferathii beteiligt sind. Als erster Schritt zur
Beantwortung dieser Frage sollte gezeigt werden, dass die Epibakterien in der Lage
sind Wasserstoffperoxid abzubauen. Dazu wurde eine definierte Menge an H,0,
extern zu den Versuchskulturen gegeben und der zeitliche Verlauf der

Wasserstoffperoxid-Konzentration verfolgt.

—_
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Abbildung 34: Vergleich des Wasserstoffperoxid-Abbaus zwischen bakterienbehafteten
(O) und axenischen Kulturen (<) von Amphiprora kufferathii (n=3).

Nach Zugabe des externen Wasseroffperoxids ist in beiden Ansatzen ein
Abbauvorgang zu beobachten (Abb. 34). Die bakterienbehafteten Kulturen bauen das
extern zugefugte H,O, innerhalb der ersten 6 Versuchsstunden um >50% schneller ab
als die axenischen Kulturen von A. kufferathii. Die bakterienbehafteten Kulturen
erreichen den Ausgangswert bereits nach 6 h. In den axenischen Kulturen liegt die
H,0O,-Konzentration nach 24 h noch ca. 0,5 pmol/Algenzelle Uber dem Ausgangswert.

Epibakterien bauen extern zugefligtes Wasserstoffperoxid ab. Dies stiitzt die These

von einer Beteiligung am Oxidationsschutz der Alge.
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5.2.2 Induktion von oxidativem Stress durch hohe Lichtintensitat

Nachdem gezeigt wurde, dass die epiphytischen Bakterien Wasserstoffperoxid im
Medium abbauen konnen, sollte nun untersucht werden, ob sie auch H,O, abbauen,
das von A. kufferathii produziert wurde.

Durch hohe Lichtintensitat wird wahrend der Photosynthese verstarkt Superoxid
gebildet. Dieses wird Uber Superoxid-Dismutase zu Wasserstoffperoxid umgewandelt,
was sollte sich in der H,O.-Konzentration des Kulturmediums widerspiegelt. Sollten
bakterienbehaftete Kulturen geringere H,O,-Werte aufweisen, ware dies ein Indiz flur
eine aktive Beteiligung der Epibakterien am Oxidationsschutz von A. kufferathii. Hierzu
wurden axenische und bakterienbehaftete Kulturen einer erhdhten Lichtintensitat

ausgesetzt. Die H,O,-Konzentration wurde Uber einen Zeitraum von 15 h verfolgt.
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Abbildung 35: Entwicklung der Wasserstoffperoxid-Konzentration im Medium von
bakterienfreien und bakterienbehafteten Kulturen von Amphiprora kufferathii unter
normaler- und erhoéhter Lichtintensitit. O = axenisch 40 pymol Photonen x m-2 x s-1, o=
axenisch 80 pmol Photonen x m-?x s-', = bakterienbehaftet 80 pmol Photonen x m-?x s-
', ©= bakterienbehaftet 40 pmol Photonen x m->x s-', (n=3).

In allen Versuchskulturen war mit Beginn der Lichtphase ein Anstieg der
H,O,-Konzentration um ca. 0,5 pmol/Algenzelle zu beobachten. Bei den
bakterienbehafteten Ansatzen, sowohl unter Standardbedingungen als auch unter
erhohter Lichtintensitat, blieb der erreichte Wert bis zur sechsten Stunde des
Versuches konstant (Abb. 35). Danach sank die H,O,-Konzentration in den
bakterienbehafteten Kulturen. Die Werte der H,O,-Konzentration lagen nach 12 h nahe
den Ausgangswerten zu Beginn des Versuches. Zwischen der 12. und der 16. Stunde

des Versuches war in den bakterienbehafteten Kulturen ein erneuter leichter Anstieg
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der H,O.-Konzentration zu beobachten. Die erreichten Werte entsprachen den
Anfangswerten.

Im Gegensatz zu den bakterienbehafteten Kulturen nahm die H,O,-Konzentration in
den axenischen Kulturen von A. kufferathii nach der dritten Versuchstunde weiter zu.
Die axenische Kultur unter hoher Lichtintensitat erreichte nach 12 h das Maximum von
2,14 pmol/Algenzelle, was dem Doppelten des Ausgangswertes entspricht. Mit
Einsetzten der Dunkelphase nahm die H,O2,-Konzentration in diesem Ansatz ab.

Die H,O,-Belastung der axenischen Kultur unter Standardbedingungen erreichte mit
1,28 pmol/Algenzelle das Maximum nach 8 h. Danach sank die H,O,-Konzentration ab,
ohne vor Versuchsende die Ausgangswerte zu erreichen.

In diesem Versuch war eine Reduktion der H,O,-Belastung der Alge in Gegenwart
epiphytischer Bakterien zu beobachten. Die Bakterien bauen offenbar das von A.
kufferathii gebildete Wasserstoffperoxid ab. Dieses Ergebnis unterstiitzt die Hypothese

zur Beteiligung der Epibakterien am Oxidationsschutz der Alge.

5.2.3 Einfluss von induziertem oxidativem Stress auf die Photosynthese

Als Weiterentwicklung der Hypothese zur Beteiligung der Epibakterien am Abbau des
von A. kufferathii gebildeten H,O, sollte nun der positive Effekt fur die Alge
nachgewiesen werden. Wasserstoffperoxid greift zahlreiche Biomolekile an und
inhibiert in héheren Konzentrationen wichtige Stoffwechselprozesse, wie z. B. die
Photosynthese. Im Vergleich zu axenischen Kulturen musste die Gegenwart der
Epibakterien unter oxidativen Stress durch Wasserstoffperoxid einen messbaren Effekt
auf die Photosyntheseeffizienz haben. Dies wirde ebenfalls eine symbiotische
(mutualistische) Beziehung zwischen den Epibakterien und der Diatomee belegen.

Zur Untersuchung dieses Einflusses wurden axenischen und bakterienbehafteten
Kulturen von A. kufferathii extern 0,5, 1, und 2 ymol/l Wasserstoffperoxid hinzugeflgt

und das Wachstum und die Chlorophylifluoreszenz verfolgt.
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Abbildung 36: Effizienz der Photosynthese, dargestellt als Verhaltnis zwischen minimaler
und maximaler Chlorophylifluoreszenz (Fv/IFm) von Amphiprora kufferathii.
Kontrollansatz ohne externe Zugabe von Wasserstoffperoxid (<=bakterienfreien,
O=bakterienbehafteten, n=3).
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Abbildung 37: Effizienz der Photosynthese, dargestellt als Verhaltnis zwischen minimaler
und maximaler Chlorophyllfluoreszenz (Fv/IFm) von Amphiprora kufferathii. Ansatz mit
0,5 pmol/l extern zugegebenem Wasserstoffperoxid (O=bakterienfreien,
O=bakterienbehafteten, n=3).
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Abbildung 38: Effizienz der Photosynthese, dargestellt als Verhaltnis zwischen minimaler
und maximaler Chlorophylifluoreszenz (Fv/IFm) von Amphiprora kufferathii. Ansatz mit
1 pmol/l extern zugegebenem Wasserstoffperoxid (O=bakterienfreien,
O=bakterienbehafteten, n=3).
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Abbildung 39: Effizienz der Photosynthese, dargestellt als Verhaltnis zwischen minimaler
und maximaler Chlorophylifluoreszenz (Fv/IFm) von Amphiprora kufferathii. Ansatz mit
2 pmol/l extern zugegebenem Wasserstoffperoxid (O=bakterienfreien,
O=bakterienbehafteten,n=3).

Nach Zugabe von Wasserstoffperoxid ist in den axenischen als auch in den
bakterienbehafteten  Kulturen von  A.  kufferathii eine  Abnahme  der
Photosyntheseeffizienz zu beobachten (Abb. 37 — 39).
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Die Hemmung der Photosyntheseeffizienz in den einzelnen Versuchsansatzen ist in

Tabelle 22 zusammengefasst.

Tabelle 22: Prozentuale Hemmung der Photosyntheseeffizienz bei unterschiedlichen
H,0,-Konzentrationen in axenischen und bakterienbehafteten Kulturen von A. kufferathii.

0,5 pmol 1 umol 2 umol

Stunden axen. bakt. axen. bakt. axen. bakt.

0 0 5 0 0 0 0
0,5 5 18 45 48 48 54
1 23 36 43 64 68 82
1,5 25 51 61 81 78 86
2 16 42 74 84 82 89
3 22 72 83 87 88 86
5 17 73 90 85 93 90
10 46 77 84 83 96 90
24 61 64 91 78 93 97
48 72 69 91 76 98 98
72 74 63 95 86 100 99
96 78 59 95 77 100 100

120 82 57 92 62 100 100

Bei 0,5 pmol/l H,O, sank die Effizienz der Photosynthese der bakterienbehafteten
Kulturen schneller ab als die der bakterienfreien Kulturen (Abb 37). Die
bakterienbehafteten Kulturen zeigten nach 10 h eine Erholungsphase, die bis zum
Versuchsende nach finf Tagen anhielt. Bei den bakterienfreien Kulturen flihrte die
externe Zugabe von 0,5 ymol/l H,O, zu einer Absenkung der Fv/Fm-Werte. Bis zum
Versuchsende war hier keine Erholung zu beobachten.

Im Versuchsansatz mit 1 pmol/l H,O, (Abb. 38) sanken die Werte fir Fv/Fm bei den
bakterienbehafteten Kulturen nicht so weit wie die der axenischen Kulturen. Insgesamt
lag die Effizienz der Photosynthese bei den bakterienbehafteten Kulturen in diesem
Ansatz bis zu 30 % hoéher als bei den axenischen Kulturen. Nach drei Tagen setzte bei
den bakterienbehafteten Kulturen eine Erholung ein, wahrend bei den bakterienfreien
Kulturen erst nach vier Tagen ein leichter Anstieg der Photosyntheseeffizienz zu
beobachten war.

In dem Ansatz mit 2 pmol/l H,O, sank die Photosyntheseeffizienz ebenso rapide ab
wie beim 1umol/l-Ansatz (Abb. 39). Hier kam es jedoch bis zum Versuchsende zu

keiner Erholungsphase.
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Der positive Effekt der Bakterien auf die Photosyntheseeffizienz von A. kufferathii unter
H,O,-Stress konnte bestatigt werden. Dies belegt zusazlich die These, dass die

Epibakterien aktiv am Oxidationsschutz der Alge teilnehmen.

5.3 Reaktionen auf osmotischen Stress
Der Einfluss der Bakterien bei der Reaktion der Algen auf andere Stressoren wurde
untersucht, um einen umfassenderen Einblick in die Wechselwirkungen zwischen

beiden Organismen zu erhalten.

5.3.1 Einfluss von hyper- und hypoosmotischen Stress auf die
Chlorophylifluoreszenz von Amphiprora kufferathii

Die Photosyntheseeffizienz gibt Auskunft Gber die physiologischen Status der Alge.
Positive oder negative Effekte der Epibakterien auf A. kufferathii bei der Reaktion auf
osmotischen Stress sind in der Chlorophyllfluoreszenz nachweisbar.

Hyperosmotischer Stress wurde durch Steigerung der Salinitat auf 70 und 90 PSU
erzeugt, hypoosmotische Belastung wurde mit 5 und 25 PSU Medien erzielt. Als Maf}
fur die Photosyntheseeffizienz diente die Relation zwischen maximaler- und

Grundfluoreszenz des Chlorophylls (Fv/Fm).
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Abbildung 40: Effizienz der Photosynthese, dargestellt als Verhaltnis zwischen minimaler
und maximaler Chlorophylifluoreszenz (Fv/IFm) von Amphiprora kufferathii.
Kontrollansatz bei 34 PSU (<&=bakterienfreien, O=bakterienbehafteten, n=3).
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Abbildung 41: Effizienz der Photosynthese, dargestellt als Verhiltnis zwischen minimaler
und maximaler Chlorophylifluoreszenz (Fv/IFm) von Amphiprora kufferathii.
Versuchsansatz bei 25 PSU (O=bakterienfreien, O=bakterienbehafteten, n=3).
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Abbildung 42: Effizienz der Photosynthese, dargestellt als Verhaltnis zwischen minimaler
und maximaler Chlorophylifluoreszenz (Fv/IFm) von Amphiprora kufferathii.
Versuchsansatz bei 5 PSU (O=bakterienfreien, O=bakterienbehafteten, n=3).
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Abbildung 43: Effizienz der Photosynthese, dargestellt als Verhaltnis zwischen minimaler
und maximaler Chlorophylifluoreszenz (Fv/IFm) von Amphiprora kufferathii.
Versuchsansatz bei 70 PSU (O=bakterienfreien, O=bakterienbehafteten, n=3).

Die Hemmung der Photosyntheseeffizienz in den einzelnen Versuchsansatzen ist in

Tabelle 23 zusammengefasst.

Tabelle 23: Prozentuale Hemmung der Photosyntheseeffizienz bei unterschiedlichen
Salzgehalten in axenischen und bakterienbehafteten Kulturen von A. kufferathii
(Kontrolle = 34PSU).

5PSU 25 PSU 70 PSU
Stunden axen. bakt. axen. bakt. axen. bakt.
0 0 0 0 2 4 2
0,5 4 9 2 4 86 91
1 8 29 11 7 57 95
1,5 11 37 3 5 47 95
2 12 45 5 9 40 95
3 21 50 11 12 28 95
5 34 70 9 11 10 62
10 63 86 5 13 13 36
24 91 96 10 9 16 24
48 99 99 9 9 12 21

Die Kulturen in 5 PSU Medium zeigten ein sinken der Fv/Fm Werte in beiden Ansatzen
(Abb. 42). Dabei nahmen die Photosyntheseeffizienz bei den bakterienfreien Parallelen
langsamer ab als in den bakterienbehafteten Kulturen von A. kufferathii. Nach zwei

Tagen war der Fv/Fm in beiden Ansatzen nicht mehr bestimmbar.
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In den ersten drei Stunden nach Versuchsbeginn war in den bakterienbehafteten und
in den bakterienfreien Kulturen des 25 PSU-Ansatzes eine Verminderung der
Photosyntheseeffizienz zu beobachten. Dabei sanken die Fv/Fm-Werte der
bakterienbehafteten Kulturen langsamer als die der bakterienfreien Kulturen. Nach 10
h hatte sich die bakterienbehaftete Kultur ihren Anfangswerten weitgehend
angenahert. Die bakterienfreie Kultur verblieb etwas unter ihren Ausgangswerten.
Unter hyperosmotischen Stress bei 70 PSU sinken sowohl in den bakterienfreien als
auch in den bakterienbehafteten Kulturen die Fv/Fm-Werte rapide ab. Es kam zu einer
fast 90 %igen Hemmung der Photosyntheseeffizienz nach 30 min. (Tab. 23). In den
axenischen Kulturen von A. kufferathii begann bereits nach 90 min eine Erholung
einzusetzen. In den bakterienbehafteten Kulturen hingegen verblieben der Fv/Fm-
Werte bis zur dritten Stunde nach Versuchsbeginn auf niedrigem Niveau um
0,04+0,01. Danach begann auch in diesen Kulturen eine Erholungsphase. Nach 24 h
hatten die Kulturen beider Ansatze Werte um 0,5+0,05 angenommen und verblieben
dort bis zum Versuchsende nach 48 h.

Bei 90 PSU war in beiden Ansatzen eine starke Hemmung der Photosyntheseeffizienz
zu beobachten (Daten nicht gezeigt). Bereits nach einer Stunde waren die Fv/Fm-
Werte nicht mehr zu bestimmen. Bis zum Versuchsende nach 48h trat sowohl in den
bakterienfreien als auch in den bakterienbehafteten Kulturen keine Erholungsphase
ein.

Die Gegenwart der Bakterien hat unterschiedliche Effekte auf die Algen unter
osmotischem Stress. Bei geringer hypoosmotischer Belastung (25 PSU) haben die
Bakterien einen positiven Effekt. Die Photosyntheseeffizienz sinkt langsamer als in der
axenischen Kultur. Anscheinend gilt dies nur fliir geringfligige Schwankungen der
Salinitat. Bei starkem hypoosmotischen (5 PSU) und hyperosmotischen Stress (70 und
90 PSU) behindern die Epibakterien die Anpassung von A. kufferathii an die neue

Salinitat.

5.4 Reaktionen auf Temperatur-Stress

5.4.1 Einfluss von hyperthermischen Stress auf den Chlorophyll a -Gehalt von
Amphiprora kufferathii

Durch die jahreszeitlichen Schwankungen sind die SIMCO-Organismen
Temperaturschwankungen ausgesetzt. Durch Abschmelzen des Meereises treten
starke Temperaturerh6hungen auf.

Zur Untersuchung des Effektes der epiphytischen Bakterien auf A. kufferathii unter

hyperthermischen Stress, wurden bakterienbehaftete und axenische Kulturen der
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Diatomee bei 8°C und 15°C kultiviert. Das Wachstum und der Chlorophyligehalt

wurden Uber einen Zeitraum von funf Tagen verfolgt.
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Abbildung 44: Einfluss der Temperatur auf den Chlorophyll a -Gehalt von Amphiprora
kufferathii. Vergleich zwischen bakterienfreien und bakterienbehafteten Kulturen.
Kontrollansatz bei 0°C (& =bakterienfreien, O=bakterienbehafteten, n=5).
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Abbildung 45: Einfluss der Temperatur auf den Chlorophyll a -Gehalt von Amphiprora
kufferathii. Vergleich zwischen bakterienfreien und bakterienbehafteten Kulturen.
Versuchsansatz bei 8°C (& =bakterienfreien, O=bakterienbehafteten, n=>5).
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Abbildung 46: Einfluss der Temperatur auf den Chlorophyll a -Gehalt von Amphiprora
kufferathii. Vergleich zwischen bakterienfreien und bakterienbehafteten Kulturen.
Versuchsansatz bei 15°C (O=bakterienfreien, O=bakterienbehafteten, n=5).

In den bakterienbehafteten und den bakterienfreien Kontrollkulturen bei 0°C (Abb. 44)
stieg der Chlorophyll a -Gehalt wahrend des Versuchszeitraumes an (Abb. 45). Dies
war in beiden Kulturen mit einem geringen Wachstum begleitet.

Bei 8°C ist in beiden Ansatzen (bakterienbehaftet und bakterienfrei) nach dem ersten
Versuchstag ein geringer Abfall der Chlorophyll a Konzentration zu verzeichnen.
Danach stieg diese wieder an und verharrte bis zum Versuchsende in den
bakterienbehafteten Kulturen um 2,4+0,1 pg Chlorophyll a/Algenzelle und den
bakterienfreien Kulturen bei 1,7+0,2 pg Chlorophyll a/Algenzelle.

Sowohl in den axenischen als auch in den bakterienbehafteten Kulturen ist bei 15°C
(Abb. 46) bis zum dritten Versuchstag eine Abnahme des Chlorophyll a -Gehaltes zu
beobachten. Danach andert sich der Chlorophyll a -Gehalt in dem bakterienbehafteten
Kulturen nur geringfigig, wahrend er in den bakterienfreien Kulturen weiter absinkt.

Die Epibakterien haben bei Erhéhung der Temperatur anscheinend einen schutzenden
Effekt auf A. kufferathii.

5.4.2 Einfluss von hyperthermischem Stress auf die Chlorophylifluoreszenz
von Amphiprora kufferathii

Anderungen im Chlorophyligehalt spiegeln langfristige Reaktionen der Alge auf Stress
wieder. Kurzfristige Veranderungen im physiologischen Status lassen sich Uber die
Chlorophylifluoreszenz verfolgen. Unter den gleichen Bedingungen wie in Abschnitt
5.4.1 wurde der Versuch zum Einfluss der epiphytischen Bakterien auf die Reaktion

der Diatomeen auf hyperthermischen Stress wiederholt. Als MalRR fur die
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Photosyntheseeffizienz diente die Relation zwischen maximaler- und Grundfluoreszenz
(Fv/Fm).
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Abbildung 47: Effizienz der Photosynthese, dargestellt als Verhaltnis zwischen minimaler
und maximaler Chlorophylifluoreszenz (Fv/IFm) von Amphiprora kufferathii. Vergleich
zwischen bakterienfreien und bakterienbehafteten Kulturen. Kontrollansatz bei 0°C
(O=bakterienfreien, O=bakterienbehafteten, n=3).
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Abbildung 48: Effizienz der Photosynthese, dargestellt als Verhaltnis zwischen minimaler
und maximaler Chlorophylifluoreszenz (Fv/IFm) von Amphiprora kufferathii. Vergleich
zwischen bakterienfreien und bakterienbehafteten Kulturen. Versuchsansatz bei 8°C
(O=bakterienfreien, O=bakterienbehafteten, n=3).
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Abbildung 49: Effizienz der Photosynthese, dargestellt als Verhaltnis zwischen minimaler
und maximaler Chlorophylifluoreszenz (Fv/IFm) von Amphiprora kufferathii. Vergleich
zwischen bakterienfreien und bakterienbehafteten Kulturen. Versuchsansatz bei 15°C
(O=bakterienfreien, O=bakterienbehafteten,n=3).

Die Hemmung der Photosyntheseeffizienz in den einzelnen Versuchsansatzen ist in

Tabelle 24 zusammengefasst.

Tabelle 24: Prozentuale Hemmung der Photosyntheseeffizienz bei unterschiedlichen
Temperatuten in axenischen und bakterienbehafteten Kulturen von A. kufferathii
(Kontrolle =0°C).

8°C 15°C
Stunden axen. bakt. axen. bakt.
0 2 0 2 0
0,5 6 3 12 7
1 14 2 29 5
1,5 15 4 19 3
2 13 4 17 10
3 15 0 15 11
5 10 6 16 21
10 15 9 42 40
24 13 8 57 69
48 18 12 92 94
72 11 11 96 97
96 21 14 100 100
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Bei den bakterienbehafteten und den axenischen Kontrollkulturen (Abb. 47) war Uber
den gesamten Versuchsverlauf ein leichter Anstieg der Photosyntheseeffizienz zu
beobachten. Bei 8°C (Abb. 48) sanken die Werte flr Fv/Fm in den bakterienbehafteten
und in den bakterienfreien Kulturen zunachst ab. Die Werte stabilisierten sich ab der
funften Stunde nach Versuchsbeginn um 0,6+0,03 fiir die bakterienbehafteten und
0,5+0,1 fur bakterienfreie Kulturen.

Die Effizienz der Photosynthese verringerte sich bei 15°C (Abb. 49) in den
bakterienfreien sowie in den bakterienbehafteten Kulturen gleichermalen. Nach vier
Versuchstagen war die Photosyntheseeffizienz in allen Kulturen dieses Ansatzes zu
100 % gehemmt.

Bei 8°C war ein positiver Effekt der Epibakterien auf die Photosyntheseeffizienz zu
verzeichnen. Bei 15°C war ein leichter positiver Effekt nur in den ersten 24h nach
Stressbeginn zu beobachten. Diese Ergebnisse lassen aber den Schluss zu, dass die
epiphytischen Bakterien einen positiven Einfluss auf die Reaktion von A. kufferathii auf

hyperthermischen Stress haben.

5.5 Nahrstoffentwicklung in bakterienfreien und bakterienbehafteten
Kulturen von Amphiprora kufferathii.

Eine weitere positive Beeinflussung kénnte beim Austausch von Nahrstoffen erfolgen.
Schon langer wird vermutet, dass die Diatomee die Bakterien mit Kohlenstoffquellen in
Form von Polysacchariden versorgen, wahrend die Bakterien ihrerseits anorganische
Nahrstoffe sowie partikulare organische Substanz (POM) remobilisieren (Sullivan und
Palmisano 1984).

Zur Untersuchung des Einflusses der epiphytischen Bakterien auf den
Nahrstoffhaushalt wurden bakterienfreie und bakterienbehaftete Kulturen von
Amphiprora kufferathii unter Stickstoff-, Phosphat- und Silikat-Mangelbedingungen
kultiviert (Abschnitt B 6.6) und die Entwicklung der Konzentrationen von Nitrat, Nitrit,
Ammonium, Phosphat und Silikat Uber einen Zeitraum von 27 Tagen verfolgt (Die
Konzentrationen der einzelnen Nahrstoffe, bezogen auf die Zellzahlen von A.

kufferathii, befinden sich im Anhang).
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Abbildung 50: Wachstum axenischenr (<) und bakterienbehafteter Kulturen (O) von
Amphiprora kufferathii in Vollmedium und unter Phosphat-, Stickstoff- und
Silikatmangel.

Im Vollmedium wurden von den bakterienbehafteten Kulturen ab dem 18. Versuchstag
héhere Zellzahlen erreicht als von den bakterienfreien Kulturen (Abb 50). Bei
Phosphatmangel wuchsen die bakterienfreien Kulturen ab dem zweiten Versuchstag
besser als die bakterienbehafteten Kulturen. Sowohl unter Stickstoff-, als auch unter
Silikatmangel wuchsen die Kulturen mit Epibakterien nach dem sechsten Tag besser

als die axenischen Kulturen von A. kufferathii.
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Abbildung 51: Verlauf der Nitrit-Konzentration im Volimedium. Kontrolle (A),
bakterienfreie (<) und bakterienbehaftete Kulturen (O) von Amphiprora kufferathii.
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Abbildung 52: Verlauf der Nitrit-Konzentration im Stickstoffmangelmedium. Kontrolle
(A), bakterienfreie (<) und bakterienbehaftete Kulturen (O) von Amphiprora kufferathii.

Im Vollmedium stieg die Nitrit-Konzentration in den bakterienbehafteten Kulturen von
A. kufferathii nach zwei Tagen an (Abb. 51). In den bakterienfreien Kulturen war
zunachst eine geringe Abnahme zu verzeichnen. Nach 21 Tagen war die Nitrit-
Konzentration beider Ansatze auf Werte nahe 0 gesunken. Im Stickstoff-
Mangelmedium war in beiden Ansatzen nach dem 2. Versuchstag kein Nitrit
nachzuweisen (Abb. 52). Sowohl im Vollmedium, als auch im Stickstoffmangelmedium

war in den Kontrollen kein Nitrit nachweisbar.
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Abbildung 53: Verlauf der Nitrat-Konzentration im Vollmedium. Kontrolle (A),
bakterienfreie (<) und bakterienbehaftete Kulturen (O) von Amphiprora kufferathii.
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Abbildung 54: Verlauf der Nitrit-Konzentration im Stickstoffmangelmedium. Kontrolle
(A), bakterienfreie (<) und bakterienbehaftete Kulturen (O) von Amphiprora kufferathii.

Im Vollmedium (Abb. 53) sank die Nitrat-Konzentration von Werten um 30 pmol/l (400
pmol/Algenzelle) rapide ab. Sie erreichte in beiden Ansatzen am 15. Tag Werte nahe
Null. In den entsprechenden Kontrollen lagen die Nitrat-Werte bis zu Versuchsende um
30 pmol/l.

Im Stickstoff-Mangelmedium (Abb. 54) lagen die Nitratwerte Uber den gesamten

Versuchszeitraum nahe Null. Hier war auch in der Kontrolle kein Nitrat nachweisbar.

89



Ergebnisse (C)

AMMONIUM
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Abbildung 55: Verlauf der Ammonium-Konzentration im Vollmedium. Kontrolle (A),
bakterienfreie (<) und bakterienbehaftete Kulturen (O) von Amphiprora kufferathii.
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Abbildung 56: Verlauf der Ammonium-Konzentration im Stickstoffmangelmedium.

Kontrolle (A), bakterienfreie (<) und bakterienbehaftete Kulturen (O) von Amphiprora
kufferathii.

In allen Medien und allen Ansatzen ahneln die Verlaufe der Ammonium-Konzentration
stark dem der Kontrollansatze (Abb. 55 und 56). Im Vollmedium, im Stickstoff- und im
Silikatmangelmedium steigt die Ammonium-Konzentration auf fast 0,1 pmol/l (0,9
pmol/Algenzelle). Danach sinkt sie wieder auf Werte zwischen 0,03 und 0,01 ymol/l ab.
Am 15. Versuchstag steigen die Werte auf fast 0,1 pmol/l. Nach einer erneuten
Abnahme am 21. Versuchstag erhdhte sich die Ammonium-Konzentration am 27. Tag
auf Werte um 0,3 umol/l.
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Abbildung 57: Verlauf der Phosphat-Konzentration im Vollmedium. Kontrolle (A),
bakterienfreie (<) und bakterienbehaftete Kulturen (O) von Amphiprora kufferathii.
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Abbildung 58: Verlauf der Phosphat-Konzentration im Phosphatmangelmedium.
Kontrolle (A), bakterienfreie (¢) und bakterienbehaftete Kulturen (O) von Amphiprora
kufferathii.

Im Phosphat-Mangelmedium bleibt die Phosphat-Konzentration in den bakterienfreien
bei Werten um 0,1 ymol/l bis zum 15. Versuchstag konstant und steigt dann bis zum
Versuchsende auf fast 0,2umol/l an (Abb 58). In den bakterienbehafteten Kulturen ist
am zweiten Versuchstag ein leichter Anstieg zu beobachten. Am sechsten und 15. Tag
entsprechen die werte denen in den axenischen Kulturen. Danach ist bis zum 27.
Versuchtag ein leichter Anstieg der Phosphat-Konzentration auf Werte um 0,2 pmol/|
(1 pmol/Algenzelle) zu verzeichnen.

Im Vollmedium liegen die Phosphat-Konzentrationen der bakterienbehafteten Kulturen
von A. kufferathii am sechsten und 15. Versuchstag Uber denen der axenischen

Kulturen (Abb. 57). Am 21 Tag steigt die Phosphat-Konzentration der axenischen
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Kulturen auf fast 0,7 pmol/l an wahren die Phosphat-Konzentrationen der

bakterienbehafteten Kulturen bei ca. 0,4 umol/l verbleiben.
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Abbildung 59: Verlauf der Silikat-Konzentration im Vollmedium. Kontrolle (A),
bakterienfreie (<) und bakterienbehaftete Kulturen (O) von Amphiprora kufferathii.
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Abbildung 60: Verlauf der Silikat-Konzentration im Silikatmangelmedium. Kontrolle (A),
bakterienfreie (<) und bakterienbehaftete Kulturen (O) von Amphiprora kufferathii.

Die Silikatkonzentration sinkt in allen Versuchsmedien im Vergleich zu den Kontrollen
rapide ab (Abb. 59 und 60). Im Vollmedium und im Silikatmangelmedium ist ab den 7.

Versuchstag kein Silikat nachweisbar.
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Zusammenfassung:

In allen Versuchsmedien verlaufen die Konzentrationen von Silikat, Ammonium und
Nitrat sowohl in den bakterienfreien als auch in den bakterienbehafteten Kulturen
nahezu parallel. Ein Einfluss der epiphytischen Bakterien ist in diesen Ansatzen nicht
nachweisbar.

Die Nitrit-Konzentrationen der bakterienbehafteten Kulturen von A. kufferathii liegen im
Vollmedium hoéher als die der bakterienfreien Kulturen. Dies gibt einen Hinweis darauf,
dass die Bakterien einen Einfluss auf den Nitrithaushalt haben.

Im Vollmedium liegen die Phosphat-Konzentrationen der axenischen Kulturen nach
dem 15. Versuchstag hoher als in den bakterienbehafteten Kulturen von A. kufferathii.
Dies konnte mit der Konkurrenz zwischen der Bakterien und der Diatomee erklart
werden.

Unter Bericksichtigung der Nahrstoff- und Wachstumsdaten scheint zwischen den
Bakterien und A. kufferathii eine Konkurrenz um Phosphat vorzuliegen. Im Gegensatz
zu den wenig aussagekraftigen Nahrstoffdaten zum Einfluss der Bakterien auf den
Nitrat-, Nitrit-, Ammonium- und Silikatgehalt, sprechen die Wachstumsdaten fir einen

positiven Effekt der Bakterien unter Stickstoff- und Silikat-Mangelbedingungen.

6 Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Pathogene Bakterien sind in der Lage mit Hilfe sogenannter Adhasine Wirtszellen zu
befallen, in sie einzudringen oder zu kolonisieren. Oft sind bei diesen Vorgangen
bakterielle Fortsatze beteiligt, die als Pili bezeichnet werden. In Biomatten werden
sowohl von Bakterien als auch Mikroalken Exoplolymere Substanzen (EPS)
abgegeben, die das Aneinanderkleben der Organismen bewirken. EPS als auch Pili-
Strukturen sind bei Bakterien der Antarktis beobachtet worden. Mit Hilfe
elektronenmikroskopischer Untersuchungen sollte festgestellt werden, welche diese
Anheftungsmechanismen bei A. kufferathii und den Epibakterien vorliegen. Dabei
kamen sowohl transmissionselektronische als auch rasterelektronenmikroskopische

Verfahren zum Einsatz.
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Abbildung 61: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Ampbhiprora kufferathii
mit epiphytischen Bakterien. Links Ubersichtsaufnahme, rechts Detailaufnahme
Bakterien.

Auf den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen waren keine Pili-Strikturen zu
erkennen. Die Epibakterien scheinen auch nicht in die Schale der Diatomee

einzudringen.

Abbildung 62: Links transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme der
Kontaktstelle zwischen Amphiprora kufferathii und den Epibakterien. Rechts
AusschnittsvergroBerung (#= Silikatschale (Frustule) von A. kufferathii, = diffuser
Bereich an der Kontaktstelle).

Auch bei den transmissionselektronenmikroskopischen Aufnahmen waren keine Pili-
Strukturen an den Bakterien zu erkennen. Ein Eindringen der Bakterien in die
Algenzelle konnte ebenfalls nicht festgestellt werden. Auffallend ist ein diffuser Bereich
zwischen Bakterium und der Schale von A. kufferathii. Dieser ,Schatten” weist auf die
Beteiligung exolopymerer Substanzen bei der Anheftung der Bakterien an die

Diatomee hin.
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D Diskussion
1 Die Mischkultur als Modellsystem

1.1 Etablierung einer axenischen Kultur von Amphiprora kufferathii

Zur Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Spezies ist es
unabdingbar, Reinkulturen der beteiligten Organismen zu etablieren. Aussagen Uber
die gegenseitige Beeinflussung kénnen nur dann getroffen werden, wenn die
Reaktionen der einzelnen Organismen auf veranderte Umweltbedingungen bekannt
sind.

Um axenische Algenkulturen zu erhalten kénnen unterschiedliche Verfahren eingesetzt
und kombiniert werden. Die Dichtegradientenzentrifugation ist eine Methode, um
angeheftete und freilebende Bakterien mechanisch von den Algen zu trennen (Cho et
al. 2002). Diese Methode wurde auch bei der Mischkultur aus A. kufferathii und den
Bakterien angewendet. Nach der Zentrifugation durch Percoll waren die Diatomeen
nicht mehr lebensfahig. Wahrscheinlich wirkten die veranderten osmotischen
Bedingungen und die mechanische Belastung letal.

Eine weitere Strategie zur Trennung von Bakterien und Algen ist das Ausplattieren auf
Festmedien (Cho et al. 2002). Kolonienbildende Strukturen der Alge werden
abgenommen und erneut ausplattiert, bis eine axenische Kultur vorliegt.
Wie viele nicht benthische Diatomeen ist A. kufferathii nicht in der Lage auf
Festmedien zu wachsen und somit fur dieses Verfahren ungeeignet.

Die haufigste Methode zur Etablierung axenischer Algenkulturen ist die Anwendung
von einzelnen oder die Kombination verschiedener Antibiotika (Connell und Cattolico
1996; Cottrell und Suttle 1993; Kim et al. 1999).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden in bakterienbehafteten Kulturen von A. kufferathii
Penicillin, Ampicillin, Streptomycin und Chloramphenicol eingesetzt. Sowohl die
Kombination aus Penicillin, Streptomycin und Chloramphenicol, als auch die alleinige
Anwendung von Streptomycin und von Chloramphenicol flihrte zum Absterben der
Diatomee. A. kufferathii reagierte bereits auf geringe Konzentrationen dieser
Antibiotika empfindlich. Chloramphenicol wird vor Verwendung in Ethanol geldst. Dies
mag zur schadigenden Wirkung auf Algen beitragen (Choi et al. 2002).

Die Behandlung mit Penicillin zeigte im vorliegenden Fall keine Wirkung auf die
Bakterien. Schleimfilme, die um die Aggregate aus Algen und Bakterien gebildet
werden, kdnnen letztere vor dem Antibiotikum schutzen (Cho et al. 2002).

Ampicillin ist ein halbsynthetisches Penicillin und konnte auch in hohen
Konzentrationen der Diatomeenkultur beigefliigt werden, ohne dass diese abstarb.

Nach einer Woche Inkubation waren in der A. kufferathii Kultur keine Bakterien mehr
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nachweisbar. Mit der Anwendung hoher Antibiotika-Konzentrationen sollte die Gefahr
von Resistenzbildungen minimiert werden (Cho et al. 2002). Ampicillin konnte vom mir
auch bei weiteren Eisdiatomeen wie Corethron pennatum, Nitzschia lecontei, Nitzschia
medioconsticta und Navicula gelida erfolgreich angewendet werden.

Mit der Etablierung einer axenischen Kultur von A. kufferathii wurde die Voraussetzung
fur vergleichende Studien geschaffen. Zusammen mit den isolierten Bakterien lag nun
ein Modellsystem zur Untersuchung der Wechselwirkung zwischen A. kufferathii und

den epiphytischen Bakterien vor.

1.2  Bakterien der Mischkultur

Inwieweit die vorhandene Mischkultur als Modellsystem zur Untersuchung der
Bakterien-Diatomeen-Wechselwirkungen herangezogen werden kann, hangt der
Naturlichkeit der Kultur ab. Die fur die Untersuchungen verwendete Mischkultur stammt
aus dem Jahr 1986 und wurde vielfach transferiert. Dies kdnnte zur Veranderung der
bakteriellen Artenzusammensetzung in der Kultur gefihrt haben. Derartige
Verschiebungen der Artenzusammensetzung in Mischkulturen aus Diatomeen und
Bakterien sind bereits beobachtet worden (Schafer et al. 2002). Entscheidend ist, wie
stark die Veranderungen im Vergleich zum natirlichen Zustand sind. Zur Beurteilung
des Modellsystems missen die Bakterien der Mischkultur identifiziert und mit Arten
aus dem antarktischen Meereis verglichen werden. Da bis zum Abschluss der Arbeiten
keine frischen Proben aus der Antarktis zur Verfigung standen, musste dieser
Vergleich an Befunden aus der Literatur erfolgen.

Zur ldentifizierung von Bakterien kdénnen zwei Wege beschritten werden. Zum einen
die klassische Mikrobiologie mit Anreicherungen auf Voll- und Selektivmedien mit
anschlielender molekularbiologischer  Charakterisierung. Zum anderen die
kulturunabhangige Identifizierung Uber Klonierungen (Bitschgi und Giovannoni 1991;
Giovannoni et al. 1990; Hugenholiz et al. 1998).

In der vorliegenden Arbeit wurden beide Methoden angewendet. Drei Bakterienspezies
sind in den Isolationsversuchen angereichert worden und Uber die Sequenzierung ihrer
16S-rRNS Gene identifiziert worden. Die Isolate AHALF1A und AHALF2A wurden in
der Klasse Alphaproteobacteria der Familie Rhodobacteraceae zugeordnet. Die engste
verwandtschaftliche Beziehung (99,1% Ubereinstimmung, Tab. 17) besteht laut
phylogenetischen Analyse (Abb. 12) mit einer arktischen Sulfitobacter Spezies (,Arctic
Sulfitobacter sp.,unverdffentlicht). Innerhalb der Gattung Sulfitobacter sind auch
antarktische Vertreter bekannt (Labrenz et al. 2000).

Die Isolate AHCF1A und AHCF2A gehoren laut phylogenetischer Analyse innerhalb

der Bacteriodetes-Gruppe zur Familie der Flavobacteriaceae. Diese Isolate zeigen im
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Stammbaum (Abb. 13) eine enge Verwandtschaft zu der Sequenz eines bisher
unkultivierten Cellulophaga-Stammes, welcher im Rahmen einer Studie zur
bakteriellen Biodiversitat im antarktischen Packeis gewonnen wurde (Brown und
Bowman 2001). In ndherer Verwandtschaft der Isolate AHCF1A und AHCF2A sind
weitere Vertreter aus antarktischen Gewassern zu finden (Bowman et al. 1997; Brown
und Bowman 2001). Dies last die Schlussfolgerung zu, dass sich die in der Mischkultur
identifizierte Cellulophaga-Art seit Isolierung aus dem Meereis im Jahre 1986 in der
Kultur befindet.

Das Isolat AHGMO1 wurde innerhalb der Gammaproteobakterien in die Familie der
Alteromonaceae eingeordnet (Abb. 14). Der nachste Verwandte des Isolates ist
Colwellia psychroerythrus, ein Bakterium aus dem antarktischen Packeis (Bowman et
al. 1997). In der Gattung Colwellia befinden sich mit C. psychroerythrea, C. demingiae
und C. hornerae weitere antarktische Vertreter (Bowman et al. 1997; DelLong et al.
1993; Eilers et al. 2000; Urakawa und Kita-Tsukamoto 1999). Die in der Mischkultur
identifizierte Colwellia-Art scheint sich somit ebenfalls seit der Probennahme in der
Kultur zu befinden.

Zu der Identifizierung Uber Isolationsversuche wurden auch Klonierungen der
gesamten 16S-rRNS Gene aus der Mischkultur vorgenommen. Innerhalb der 96 Klone
konnten zwei Bakterienspezies identifiziert werden. Ausgewahlte Vertreter dieser
Klone wurden analysiert. Die Klone MH02, MH04 und MHO06 wurden im Arb-
Stammbaum (Abb. 17) in der Klasse der Alphaproteobakterien in der Familie
Rhodobacteriaceae eingeordnet. Der nachste Verwandte war Octadecabacter
antarcticus, ein Bakterium aus dem antarktischen Meereis (Gosink et al. 1997). Dieses
Ergebnis wurde durch die BLAST-Suche in der EBI-Datenbank bestatigt. Mit einer fir
O. antarcticus spezifischen FISH-Sonde (Abschnitt C 2.3) konnte diese Zuordnung
verifiziert werden. Auch hier ist anzunehmen, dass sich die Octadecabacter-Art seit der
Probennahme in der A. kufferathii-Kultur befindet.

Die Klone MH09, MH14 und MH16 wurden der Bacteriodetes-Gruppe innerhalb der
Familie Flavobacteriaceae zugeordnet. Der nachste Verwandte ist eine Sequenz mit
der Bezeichnung ,Marine psychrophie IC076“ einem Isolat aus dem antarktischen

Meereis (Bowman et al. 1997).

Alle funf identifizierten Bakterien in der Mischkultur haben nach der phylogenetischen
Analyse mit dem Arb-Programm und der BLAST-Suche ihren nachsten Verwandten im
Meereis der Arktis oder Antarktis. Bei Colwellia sp., Cellulophaga sp., Psychroflexus
sp. und Octadecabacter antarcticus handelt es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um

Bakterien, die auch in der Natur assoziiert mit A. kufferathii vorkommen oder sich einen
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Lebensraum mit dieser Diatomee teilen. Die identifizierte Sulfitobacter-Spezies stammt
auch mit hoher Wahrscheinlichkeit aus der Antarktis. Eine Zusammenstellung der

identifizierten Bakterien befindet sich in Tabelle 25.

Tabelle 25: Aufstellung der isolierten Bakterien innerhalb der Mischkultur und ihrer
nidchsten Verwandten.

Bezeichnung Nachster Region Zugriffsnummer Quelle
Verwandter EBI-Datenbank
) . Meereis ; .
Sulfitobacter sp.  Arctic Arktis AY573046 (Lee et al. unverdffentlicht)
(Isolat) Sulfitobacter sp.
Colwellia sp. Colwellia Meereis, AF001375 (Bowman et al. 1997)
(Isolat) psychroerythrus  Antarktis
Cellulophaga sp. Cellulophaga sp. Meereis, AF277558 (Bowman et al. 1997)
(Isolat) Antarktis
Octadecabacter = Octadecabacter Meereis, U14583 (Gosink et al. 1997)
antarcticus antarcticus Antarktis
(Klon)
Psychroflexus sp. Marine Meereis, U85882 (Bowman et al. 1997)
(Kion) psychrophile Antarktis
ICO76

Bakterien, die in den Anreicherungsversuchen isoliert wurden, konnten uber die
Klonierung in der Mischkultur nicht nachgewiesen werden. Umgekehrt konnten die in
der Klonbank Hierfar

verschiedene Erklarungen:

identifizierten Bakterien nicht isoliert werden. gibt es
99,9% der marinen Bakterien sind nach Ferguson et al. (1984) auf marinem Agar 2216
nicht kultivierbar. Durch neue Ansatze in den Kultivierungstechniken liel® sich diese
Zahl

Bedingungen vor. Die genaue Abstimmung der Bedingingen fir eine erfolgreiche

etwas reduzieren. Im marinen Milieu herrschen vornehmlich oligotrophe
Anreicherung mariner Bakterien gestaltet sich oft schwierig (Schut et al. 1997). Nicht
nur die Menge an Kohlenstoff ist entscheidend, sondern auch die Zusammensetzung
verschiedener Kohlenstoffquellen.

Auf marinen Standardmedien werden zumeist Bakterien angereichert, die in der
unrspringlichen Ausgangsprobe nur in geringen Abundanzen vorkommen (Eilers et al.
2000). Weitere Griinde fiir eine schwierige Kultivierung mariner Bakterien werden mit
der Anreicherung toxischer
(Stevenson 1978). Auch virale Infektionen (Weinbauer und Suttle 1996; Wichels et al.

1999) und die Unfahigkeit einiger Bakterienarten an der Grenze zwischen Luft und

Substanzen und Nahrstoffaufzehrung angegeben

Festmedium Kolonien zu bilden kommen in Betracht (Eilers et al. 2000). Diese
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Ursachen erklaren, warum Octadecabacter antarcticus und Psychroflexus sp. zwar
Uber die Klonierung identifiziert, aber nicht isoliert werden konnten.

Die isolierten Bakterien Sulfitobacter sp. und Colwellia sp. wurden hingegen in der
Klonbank nicht wiedergefunden. Derartige Diskrepanzen zwischen Klonierungen und
Isolationsversuchen sind bereits haufiger beobachtet worden (Eilers et al. 2000; Suzuki
et al. 1997).

Die zur Klonierung verwendete Kultur zuvor intensiv gewaschen (Abschnitt B 1.1)
wodurch das freilebende Bakterium Colwellia sp. aus der Mischkultur entfernt wurde.
Eine mangelnde Lyse der Bakterien zu Beginn der Klonierungsversuche koénnte
ebenfalls zu den Abweichenden Ergebnissen beigetragen haben. Dadurch wird die
DNS der Bakterien mit robusterer Zellwand wesentlich seltener im Template der ersten
PCR vorliegen als die von Bakterien mit weniger starker Zellwand.

Eine unzureichende Primerbindung an die entsprechenden Zielbereiche flihrt ebenfalls
dazu, dass Bakterienarten von einer Klonbank nicht erfasst werden (Glockner et al.
1999). Auch eine zu geringe Anzahl untersuchter Klone kann das Auffinden seltener
Bakterienarten der Originalprobe in der Klonbank verhindern (Eilers et al. 2000).

Im hier vorliegenden Fall wurden die Bakterien nur durch wiederholtes Einfrieren in
flissigem  Stickstoff und Auftauen bei 4°C aufgeschlossen. Zusatzliche
Aufschlussmethoden wie Ultraschall oder der Einsatz von Lysozym hatten eventuell
zum groReren Erfolg gefuhrt.

Die beschriebenen Vorgange und Prozesse beeintrachtigen auch die Resultate zu den
Abundanzen der einzelnen Bakterienarten. Dies erklart unterschiedlichen Ergebnisse
zwischen der Klonierung und der Untersuchung Uber FISH (Abb. 16 & 25). Die FISH
stellt dabei die zuverlassigste Methode zur Untersuchung der Biodiversitat in einer
Umweltprobe dar. Uber mikroskopische Auszahlungen kénnen sichere Angaben Uber

Abundanzen getroffen werden.

1.3  Haufigkeit der Bakterien in der Mischkultur und Eignung als
Modellsystrem

Um die Eignung der Mischkultur als Modellsystem eingehender zu untersuchen, war es
wichtig die Verteilung der Bakteriengruppen in der Kultur zu kennen. Auch in diesem
Fall sollte gepruft werden, inwieweit die Verhaltnisse in der Mischkultur mit denen im
antarktischen Meereis Ubereinstimmen.

Die Auszahlungen der einzelnen Bakteriengruppen in der Mischkultur ergab eine
Dominanz der Alphaproteobakterien. Insbesondere Octadecabacter antarcticus

machte bis zu 70% der Gesamtpopulation aus. Dieses Bakterium lebt angeheftet auf
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Amphiprora kufferathii und teilt sich diesen Lebensraum mit Vertretern der
Bacteriodetes-Gruppe (Cellulophaga sp., Psychroflexus sp.) und Sulfitobacter sp..
Cellulophaga sp. und Psychroflexus sp. kdnnen in der Mischkultur Abundanzen von bis
zu 15% erreichen. Die freilebenden Gammaproteobakterien (Colwellia sp.) haben
einen Anteil von maximal 10% der Bakterienpopulation.

Die Meereisgesellschaften (SIMCO) werden von den Gammaproteobakterien
dominiert. Sie haben in SIMCO’s der Arktis und Antarktis einen Anteil von 36-50%
(Brinkmeyer et al. 2003). Alphaproteobakterien und Vertreter der Bacteriodetes-
Gruppe koénnen einen Anteil von bis zu 25% erreichen (Brinkmeyer et al. 2003).

Damit hat sich das Verhaltnis der einzelnen Bakteriengruppen innerhalb der
Mischkultur im Vergleich zur Situation in der Antarktis zugunsten von O. antarcticus
verschoben. In der SIMCO dominieren Gammaproteobakterien und Vertreter der
Bacteriodetes-Gruppe (Brown und Bowman 2001). Untersuchungen zur
Zeusammensetzung der Bakterienpopulationen auf Eisdiatomeen sind mir nicht
bekannt. Schéfer et al. (2002) untersuchten die Bakterienpopulationen in Kulturen von
sechs Diatomeen aus der Nordsee. Hier dominierten die Alphaproteobakterien und
Bakterien der Bacteriodetes-Gruppe, Gammaproteobakterien fehlten. Im Vergleich zu
der naturlichen Situation (Abb. 4), hat sich auch hier das Verhaltnis in Richtung der
Alphaproteobakterien verschoben. Wie in der A. kufferathii-Bakterien-Mischkultur baute
sich in den Untersuchungen von Schéfer et al. (2002) eine stabile Bakterienpopulation
mit den gleichen dominierenden Gruppen auf. Weitere Untersuchungen sind notwendig
um festzustellen, ob die Verschiebung der Abundanzen in Richtung
Alphaproteobakterien ein allgemeiner Trend in Diatomeen-Kulturen ist.

Bakterien der Bacteriodetes-Gruppe und der Alphaproteobakterien werden ein grofder
Anteil an der enzymatischen Aufspaltung von partikularem (POC) und geléstem (DOC)
Kohlenstoff zugesprochen (Cottrell und Kirchmann 2000). Die Lyse komplexer
organischer Kohlenstoffverbindungen wie Polysaccharide durch extrazellulare Enzyme
findet vermutlich vor allem durch Alphaproteobakterien statt (Riemann et al. 2000).
Diatomeen sondern Exudate aus Polysacchariden und weiteren komplexen
Kohlenwasserstoffen ab (Alcoverro et al. 2000; Wang et al. 1997; Wang et al. 2000).
Diese konnte der Grund fiir eine Anreicherung von Alphaproteobakterien in
Diatomeenkulturen sein.

Die dominierende Bakterienart Octadecabacter antarcticus und die restlichen
identifizierten Bakterien, bis auf Sulffitobacter sp., sind Vertreter der SIMCO. Die
Mischkultur kann durch den hohen Anteil antarktischer Meereis-Bakterien als
Modellsystem fur die Untersuchungen der Bakterien-Diatomeen-Wechselwirkungen in

der SIMCO herangezogen werden.
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Die Wechselwirkungen zwischen Bakterien und Diatomeen kdnnen anhand der
Mischkultur untersucht werden, unter Berlcksichtigung, dass durch die Reduzierung
der Diversitat die spezifischen Effekte der Bakterien verstarkt oder abgeschwacht
werden kénnen. Trotz dieser Einschrankungen ist die Mischkultur zusammen mit der
axenischen Kultur von Amphiprora kufferathii ein geeignetes Instrument zur
Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen der Diatomee und den epiphytischen

Bakterien.

2 Wechselwirkungen zwischen Amphiprora kufferathii und
den epiphytischen Bakterien beim Oxidationsschutz

21 Wechselwirkungen beim Oxidationsschutz

Wasserstoffperoxid hat innerhalb von Pflanzenzellen Einfluss auf zahlreiche Prozesse.
Durch H,O; wird die Photosynthese gehemmt, unter anderem durch das Herauslosen
von Mn aus dem Wasserspaltungsapparat am PS Il (Samuilov et al. 2001). Zudem ist
Wasserstoffperoxid an der Induzierung des programmierten Zelltodes (PCD, Apoptose)
beteiligt (Orozco-Cardenas et al. 2001). Zur Beseitigung von Wasserstoffperoxid
stehen Pflanzenzellen eine Reihe von enzymatischen und nicht enzymatischen
Prozessen zur Verfliigung (Abschnitt A 4.1).

Schriek (2000) postulierte eine aktive Beteiligung der epiphytischen Bakterien am
Abbau von Wasserstoffperoxid bei A. kufferathii. Nach Anpassung einer
photometrischen Methode zur Bestimmung von H,O, in Meerwasser (Abschnitt B 4.1)
wurde diese Hypothese bestatigt.

Vergleichende Messungen wurden an axenischen und bakterienbehafteten Kulturen
von A. kufferathii nach Zugabe von 6,5 pmol/Algenzelle H,O, durchgefihrt. Dieses
wurde von der bakterienbehafteten Kultur bis zu 30% schneller abgebaut als von der
axenischen Kultur. Dadurch konnte nachgewiesen werden, dass die Bakterien einen
Einfluss auf die Wasserstoffperoxid-Konzentration im Medium haben (Abb. 35).

Zum gleichen Ergebnis kam eine Studie zum Einfluss von Pseudomonas ssp. auf
Flussigkulturen von Pflanzenzellen (Baker et al. 1997). Auch hier erfolgte ein
schnellerer Abbau von Wasserstoffperoxid durch die Aktivitdt von Bakterien. Dabei
sind Bakterien in der stationaren Phase dazu in der Lage, H,O, schneller abzubauen
als in der logarithmischen Phase (Katzuwon und Anderson 1992; Klotz und Hutcheson
1992).

Bakterien bauen nicht nur ihr eigenes, intern gebildetes Wasserstoffperoxid ab. H,O,
ist hochgradig membranpermeabel und diffundiert leicht in die Bakterien, wo es
abgebaut wird (Baker et al. 1997).
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Um den Nachweis zu erbringen, dass von A. kufferathii gebildetes Wasserstoffperoxid
durch die epiphytischen Bakterien abgebaut wird, wurden bakterienfreie und
bakterienbehaftete Kulturen erhdhten Lichtintensitaten ausgesetzt.

Durch starke Bestrahlung mit photosynthetisch aktivem Licht (PAR), aber auch durch
ultraviolette Strahlung (UVR), kommt es am Photosystem Il zu einem hohem
Reduktionsgrad des Ferredoxins, wodurch Elektronen verstarkt auf Sauerstoff
Ubertragen werden (Mehler-Reaktion). Dadurch entsteht das Superoxid-Radikal,
welches durch SOD zu H,O, abgebaut wird (Fryer et al. 2003; Yoshimura et al. 2000).
Oxidativer Stress in A. kufferathii ist durch hohe Lichtintensitat induzierbar. Die
Wasserstoffperoxid-Konzentration nahm in der axenischen Kultur deutlich zu und lag
mit 295 nmol/l Medium doppelt so hoch wie in der bakterienbehafteten Kultur. Die
A. kufferathii-Kultur mit Epibakterien unterschied sich hingegen kaum von der Kontrolle
(Abb. 35). Damit wurde nachgewiesen, dass die epiphytischen Bakterien das von der
Alge produzierte Wasserstoffperoxid abbauen. Hinsichtlich des Oxidationsschutzes
kénnte A. kufferathii somit von den epiphytischen Bakterien profitieren.

Die Membrangangigkeit des Wasserstoffperoxids begulnstigt dessen Diffusion aus der
Alge in das Medium. Von dort diffundiert das H,O, in die Epibakterien und wird von
ihnen abgebaut. Entlang des entstehenden Konzentrationsgefélles kann neu
gebildetes H,O, nachdiffundieren.

Durch Versuche zum Einfluss erhdhter Wasserstoffperoxid-Konzentration auf die
Photosynthese unterstitzt die Hypothese, dass A. kufferathii von den Bakterien beim
Oxidationsschutz profitiert.

Mit zunehmender H,0O,-Dosis (bis 1 pymol/l) nahm die Effizienz der Photosynthese in
axenischen und bakterienbehafteten Kulturen rapide ab (Abb. 37 bis 39). In
bakterienbehafteten Kulturen erholte sich die Photosynthese schneller als in den
bakterienfreien. Dies ist auf den Abbau des Wasserstoffperoxids durch die Bakterien
zurtickzufuihren. Erhéhte H,O,-Konzentrationen missen umgehend beseitigt werden,
damit die Photosyntheseaktivitat aufrecht erhalten werden kann (Asada 1992; Takeda
et al. 1995).

2.2 Oxidationsschutzenzyme

Die epiphytischen Bakterien sind am Oxidationsschutz von A. kufferathii beteiligt. Zum
Beleg wurden die Wege des Abbaus reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) in den
isolierten Bakterien und A. kufferathii untersucht. Katalase, Glutathion-Reduktase und
Superoxid-Dismutase sind wichtige Oxidationsschutzenzyme, die an der Beseitigung
von ROS beteiligt sind (Abschnitt C 4).
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2.2.1 Oxidationsschutzenzyme der Bakterien

Superoxid-Dismutasen sind in Bakterien ubiquitar (Loprasert et al. 1996). Drei
verschiedene SODs mit unterschiedlichen prosthetischen Gruppen wurden bisher in
Bakterien identifiziert. Mn- und Fe-SOD sind in Bakterien vornehmlich im Zytoplasma
lokalisiert, wahrend Cu/Zn-SOD periplasmatisch oder an die Aussenseite der
Zellmembran gebunden ist (Battistoni 2003; Forest et al. 2000; Sansone et al. 2002). In
den isolierten Bakterien wurden hauptsachlich Mn-SODs identifiziert (Tab 20).
Sulfitobacter sp. wies als einziges Isolat eine Fe-SOD auf. Es ist anzunehmen, dass
die gefundenen bakteriellen SODs aufgrund dieser Zuordnung ebenfalls im
Cytoplasma lokalisiert sind.

In Colwellia sp. konnte keine SOD nachgewiesen werden. Dennoch misste das
Bakterium eine oder mehrere SODs besitzen. SOD ist das bislang einzige Enzym,
dass Superoxid beseitigen kann (Bowler et al. 1992). Es wurde gezeigt, dass
bakterielle SOD-Mangelmutanten unter aeroben Bedingungen kaum uberlebensfahig
sind (Fridovich 1997; Strohmeier Gort und Imlay 1998). Vermutlich war der Anteil des
Enzyms im Rohextrakt aus Colwellia sp. zu gering, um einen Nachweis Uber native
PAGE zu erbringen.

In den epiphytischen Bakterien Cellulophaga sp. und Sulfitobacter sp. sowie im
freilebenden Bakterium Colwellia sp. waren Enzyme mit Katalaseaktivitdt nachweisbar.
Katalasen sind in Bakterien wichtige Enzyme zur Beseitigung von Wasserstoffperoxid
(Cabiscol et al. 2000). Sie sind effektiver als Peroxidasen, da sie kein Co-Substrat
bendtigen. Katalasen haben einen hohen K-Wert und sind deswegen vor allem bei
niedrigen H,O,-Konzentrationen besonders effizient (Baker et al. 1997). In vielen
Bakterien wird Katalase hauptséchlich wahrend des Ubergangs von der Wachstums- in
die stationare Phase gebildet. Dies geschieht vermutlich, um das Genom und anderen
wichtige Zellkomponenten gegen Oxidation wahrend einer langeren Phase der
Wachstumsstagnation zu schitzen (Loprasert et al. 1996; Mongkulsuk und Helmann
2002).

Bakterielle Katalasen haben wahrscheinlich den gréten Anteil am Abbau des von A.
kufferathii produzierten Wasserstoffperoxids. Um hier gesicherte aussagen treffen zu
konnen, musste eine Methode zur Bestimmung der intrazellularen H,O.-Konzentretion
in A. kufferathii entwickelt werden. Ob es sich bei den gefundenen bakteriellen
Enzymen um monofunktionale Katalasen (HPIl) oder um Katalasen-Peroxidasen (HPI)
handelt, konnte nicht festgestellt werden.

Glutathion ist das wichtigste Antioxidanz in Bakterien (Puzon et al. 2002; Standeven
und Wetterhahn 1991). Demnach kommt Glutathion-Reduktase als regenerierendes

Enzym in Bakterien eine besondere Bedeutung zu. GRs wurden in allen
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Bakterienisolaten gezeigt. Somit steht den Bakterien neben Katalasen auch der

Glutathion-Zyklus zum Abbau von Wasserstoffperoxid zur Verfigung.

2.2.2 Oxidationsschutzenzyme von Amphiprora kufferathii

Die bisherigen Erkenntnisse beziglich Superoxid-Dismutasen in A. kufferathii missen
korrigiert werden. Schriek (2000) berichtete von bis zu 13 SOD Isoenzymen in A.
kufferathii, wahrend in der vorliegenden axenischen Diatomeen-Kultur nur zwei SODs
nachgewiesen werden konnten. Die anderen von Schriek identifizierten SOD’s
gehoéren zu den Bakterien. So gehort die von Schriek in A. kufferathii identifizierte Fe-
SOD zu Sulfitobacter sp. (Abb.30).

Ob Diatomeen Katalasen besitzen, wird in der Literatur kontrovers diskutiert.
Uberwiegend wird davon ausgegangen, dass in den Bacillariophyceae keine Katalasen
vorkommen. Eine ausflihrliche Zusammenstellung der Literatur befindet sich in Schriek
(2000). Hazzard et al. (1997) berichteten erstmals von einer Katalaseaktivitat in
Chaetoceros gracile, ebenso Schriek (2000) in Amphiprora (Entomoneis) kufferathii.

Im Rahmen der Untersuchungen zu dieser Arbeit stellte sich heraus, dass in der
axenischen Kultur von A. kufferathii keine Katalase vorhanden ist (Abb. 29). Schriek
stand fur seine Untersuchungen keine axenische Kultur zur Verfugung, weshalb sein
Befund auf die Aktivitdt der Bakterien zurlickzufiihren ist. Ein Muster von zwei dicht
Ubereinanderliegenden Banden mit Katalaseaktivitdt wurde von Schriek in nativen
PAGE Gelen gezeigt (Abb. 63).

L CAT-Bak
LCAT

1 2 3

Abbildung 63: Katalaseaktivitat in Extrakten aus Amphiprora (Entomoneis) kufferathii
nach 0-80% Ammoniumsulfatfillung. Bahn1= Extrakt aus isolierten Bakterien, Bahn 2
und 3 Extrakt aus A. kufferathii-Kultur Schriek (2000).
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Nach Isolationsversuchen erhielt Schriek ein Bakterium, dessen Katalaseaktivitat der
oberen Bande entsprach (Abb. 63, Bahn 1) und ordnete die untere Bande der
Diatomee zu.

Die Fortsetzung der Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit zeigte jedoch, dass in
der A. kufferathii-Bakterien-Mischkultur, die von Schriek verwendet wurde nicht eine,
sondern funf Bakterienarten enthalten waren. Das in Abbildung 63 gezeigte
Bandenmuster ergibt sich aus den Katalasen der einzelnen Bakterien
zusammenflgen, z. B. aus den Katalasebanden von Colwellia sp. und Cellulophaga sp
(Abb. 31 & 32).

Dies hebt die Bedeutung der Verwendung axenischer Kulturen hervor. Schon geringe
bakterielle Kontaminationen verursachen irrefiihrende Ergebnisse und Fehlinter-
pretationen. In der Studie von Hazzard et al. (1997) wurde fiir den Nachweis von
Katalase Chaetoceros-Kulturen verwendet, die 20 Jahre zuvor isoliert wurden. In der
Veroffentlichung gibt es keinen Hinweis darauf, dass Antibiotika zur Dekontamination
der Diatomeen-Kultur verwendet wurden. Somit ist die Wahrscheinlichkeit grof3, dass
auch hier bakterielle Katalaseaktivitdt gemessen wurde.

Aguilera et al. (2002) untersuchten den enzymatischen Oxidationsschutz polarer
Makroalgen. In zehn untersuchten Braunalgen (Phaeophyceae) wurde nur bei zwei
(Fucus distichus und Laminaria saccharina) Katalaseaktivitdt gefunden. Bei den
verwendeten Proben handelte es sich um Freilandmaterial (pers. Mitteilung A.
Dummermuth), somit ist eine Besiedlung mit Epibakterien wahrscheinlich.
Phaeophyceae gehdéren wie die Bacillariophyceae zur Abteilung Heterokontophyta. Die
Hypothese, dass Diatomeen keine Katalasen besitzen, kénnte auf die Phaeophyceae
und damit auf die Abteilung Heterokontophyta ausgeweitet werden.

Da Katalase ein evolutiv altes Enzym ist (Klotz et al. 1997), ware von einem
nachtraglichen Verlust oder Inaktivierung des Katalase-Gens auszugehen. In
Euglenophyceaen konnte im Gegensatz zu anderen Chlorophyta ebenfalls keine
Katalase nachgewiesen werden (Gross 1993; Yokota 1992), ein Hinweis, dass dieser
Verlust im Laufe der Evolution eventuell mehrmals aufgetreten sein kénnte.

Durch die Abwesenheit von Katalase muss der Abbau von Wasserstoffperoxid auf
anderem Wege erfolgen. Dies kdnnte Gber den Ascorbat-Glutathion-Zyklus geschehen.
Ascorbat-Peroxidase konnte von Schriek (2000) in A. kufferathii nicht gezeigt werden.
Hingegen weist A. kufferathii zwei Glutathion-Reduktasen auf. Dadurch kénnte auf
einen erhdhten Umsatz von Glutathion schlieRen lassen, was ein Hinweis auf die
Bedeutung des Glutathions bei der Beseitigung von Wasserstoffperoxid in A. kufferathii

sein konnte.
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2.3 Postulierung eines speziesiibergreifenden
Oxidationsschutzsystems

Die neu gewonnenen Erkenntnisse zur Beteiligung der epiphytischen Bakterien am
Oxidationsschutz der Alge sowie die Ergebnisse der biochemischen Untersuchung der
Oxidationsschutzenzyme lasst die Konzeption eines speziesubergreifenden

Oxidationsschutzsystems zu (Abb. 64).

Amphiprora kufferathii

Superoxid
Superoxid-Dismutase
Wasserstoffperoxid
Ascorbat-Peroxidase ?
Glutathion-Peroxidase

Glutathion-Reduktase(n)

Konzentration/Aktivitat

Epibakterium
pibakeriu Wasserstoffperoxid

Katalase

Glutathion-Peroxidase/Reduktase

Zeit
[ ssess—— i —

Abbildung 64: Konzept des speziesiibergreifenden Oxidationsschutzsystems

Stress (z. B. hohe Lichtintensitat) fuhrt bei der Photosynthese von A. kufferathii zu
einer erhdhten Produktion von Superoxid Anionen (O;), gefolgt von einer
Aktivitatserndhung der SOD (Abb. 64). Da SOD die Superoxid Anionen zu H;O,
umsetzt, flhrt dies zu einer H,O,-Anreicherung in den Algenzellen, gefolgt von einer
Aktivitatserhdhung von Glutation-Peroxidase, Glutathion-Reduktase und Ascorbat-
Peroxidase. Wasserstoffperoxid ist leicht membrangangig und diffundiert in den
Aulenraum. Dort wirkt das von der Alge produzierte H,O, als Stressor fur die

epiphytischen Bakterien, welche mit einer Erhdhung der Katalase- sowie Glutathion
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Peroxidase- und Glutahthion-Reduktase-Aktivitat reagieren. Durch die Entfernung des
extrazellularen Wasserstoffperoxids durch die Bakterien kann weiteres H,O, entlang
des entstandenen Konzentrationsgefalles aus den Algen in den Aulienraum
diffundieren. Die Bakterien sind somit aktiv an der Entgiftung des photosynthetisch

produzierten Wasserstoffperoxids beteiligt.

3 Weitere Wechselwirkungen zwischen Amphiprora
kufferathii und Epibakterien

3.1  Stress durch erhohte Temperatur

Sowohl niedrige als auch hohe Temperaturen 16sen oxidativen Stress aus. In Pflanzen
ist eine Erhdhung der Temperatur auch mit einer steigenden H,O,-Konzentration und
eine Aktivitatserhohung antioxidativer Enzyme verbunden (Dat et al. 2000).

Das Photosystem 1l (PS Il) ist der hitzelabilste Bestandteil des Photosynthese-
apparates (Salucci und Crafts-Brandner 2004). Durch hohe Temperaturen wird der
photosynthetische Elektronentransport von PS Il gehemmt, wahrend der von PS |
gesteigert wird, was wahrscheinlich auf eine Permeabilitdtsidnderung der
Thylakodmembranen zurlckzuflhren ist (Venkataramanaiah et al. 2003). PS | wird
durch niedrige Temperaturen gehemmt (Sato et al. 1996).

Vor der Beeintrachtigung des photosynthetischen Elektronentransportes wird bereits
die CO,-Fixierung durch Rubisco gehemmt (Salucci und Crafts-Brandner 2004). Bei
Verminderung der Kohlenstoffdioxidfixierung werden in der Mehler Reaktion mehr
Elektronen auf Sauerstoff tGbertragen, wodurch Superoxid entsteht (Dat et al. 2000).
Eine schitzende Wirkung der epiphytischen Bakterien auf A. kufferathii bei erhdohten
Temperaturen konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden (Abschnitt C 5.4). A.
kufferathii hat ihr physiologisches Temperaturoptimum bei 2°C (Wanzek 1994).
Temperatursenkung (Burdon et al. 1994; Hendry und Crawford 1994) als auch
Temperaturerhdhung fuhren zu oxidativem Stress in Pflanzen (Larkindale und Knight
2002; Lesser 1996b). Es ist anzunehmen, dass durch erhdhte Temperaturen auch in
A. kufferathii  vermehrt reaktive Sauerstoffspezies  gebildet  werden.
Temperaturanderungen fuhren sowohl in héheren Pflanzen als auch in Algen zu einer
erhdhten Freisetzung von Superoxid (Mishra et al. 1993; Mishra und Singhal 1992;
Rao et al. 1996). Superoxid wird von A. kufferathii durch SODs zu Wasserstoffperoxid
abgebaut.

Erhéhung der Temperatur und oxidativer Stress filhren zu einer Denaturierung von
Proteinen, DNS und Lipiden (Chase et al. 1998; Lesser 1996a). Dies bewirkt eine
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Anderung der Membranstruktur in den Thylakoiden, wodurch die Photosynthese weiter
beeintrachtigt wird (Asada und Takahashi 1987; Ludlow 1987).

Es ist zu vermuten, dass die schiutzende Wirkung der Epibakterien bei
Temperaturerhéhung auf ihre Rolle beim Oxidationsschutz zurtickzufiihren ist. Das bei
erhohter Temperatur gebildete Wasserstoffperoxid in der Alge wird durch die
epiphytische Bakterien teilweise beseitigt (Abschnitt 2.3). Dadurch werden die
beschriebenen Schadigungen verhindert oder verzdgert. Die bakterienbehaftete ist
gegenuber der axenischen Kultur im Vorteil, wie auch in der Photosyntheseeffizienz
erkennbar wird (Abb. 46 bis 49).

3.2 Osmotischer Stress

Auf osmontischen Stress reagieren hohere Pflanzen wie bei Trockenheit. Dabei ist
ebenfalls ein Anstieg reaktiver Sauerstoffspezies zu beobachten (Dat et al. 2000).
Auch bei osmotischen Stress kommt es zur Beeintrachtigung der Photosynthese
(Morant-Manceau et al. 2004).

Pflanzen regulieren ihren osmotischen Druck durch Abgabe oder Aufnahme von
anorganischen lonen. Bei steigender Na® Konzentration im AuBenmilieu sinkt die K*
Konzentration in den Pflanzen, was Effekte auf zahlreiche Stoffwechselprozesse in den
Zellen hat (Morant-Manceau et al. 2004).

Die Regulierung Uber anorganische lonen stellt eine kurzfristige Losung dar. Durch die
Anderungen im lonenhaushalt der Zellen werden zahlreiche Stoffwechselprozesse
beeintrachtigt und Enzyme inhibiert. Synthese und Akkululation von osmotisch
wirksamen organischen Substanzen wie Dimethylsulfoniompropionat (DMSP), Prolin
oder Glycinbetain (compatible solutes) gleichen das osmotische Potential aus. Diese
Stoffe haben zusatzlich stabilisierende Effekte auf Zellmembranen und Enzyme (Kirst
1996; Morant-Manceau et al. 2004).

Neben der Photosynthese wird auch der CO,-Stoffwechsel beeintrachtigt. Durch
Verminderung der Kohlendioxidfixierung werden mehr Elektronen auf Sauerstoff
Ubertragen (Mehler Reaktion), was zur Bildung von Superoxid fiihrt (Dat et al. 2000).

In Kontrollkulturen liegt die Photosyntheseeffizienz bakterienbehafteter Kulturen etwas
hoher als die axenischer Kulturen. Bei leicht hypoosmotischem Stress (Abb. 41) war
dies auch der Fall. Bei Uberfiihrung in stark hypersalines (90 PSU) oder stark
hyposalines (5 PSU) Medium sinkt die Effizienz der Photosynthese in
bakterienbehafteten Kulturen schneller ab als in den axenischen. Bei 70 PSU setzt die
Erholungsphase nach den Salzschock in den bakterienbehafteten Kulturen fast 4 h

spater ein als in den axenischen Parallelen (Abb. 43).
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In benthischen Diatomeen kommt es ab 50 PSU zu einer Hemmung des Wachstums
und der Photosynthese (Visscher und Van Gemerden 1991). Salzstress fuhrt zur
erhdhten Produktion von Sauerstoffradikalen in Pflanzen und Algen (Hoekstra et al.
2001; Lee et al. 2001; Lutts und Guerrier 1995; Rijstenbil 2003). Das vorgeschlagene
speziesubergreifende Oxidationsschutzsystem scheint hier in der Mischkultur nicht zu
funktionieren.  Bakterienbehaftete Kulturen sind bei starkem hypo- und
hyperosmotischem Stress gegenuber axenischer Kulturen benachteiligt.

Es gibt zwei Mdoglichkeiten diesen Effekt zu erklaren: 1) Diatomeen sind von einer
Schicht aus Polysacchariden und Proteinen umgeben (Abschnitt 4). Diese
Schleimschicht aus exopolymeren Substanzen (EPS) wird vor allem von pennaten
Kieselalgen zur Fortbewegung und zur Anheftung an Substrate genutzt (van den Hoek
1993). Sie wird auch als Schutz vor Austrocknung in Lebensraumen angesehen, die
zeitweise trocken fallen, da sie Wasser in den Zellen zurlickhadlt (Decho 1990;
Flemming und Wingender 2001a). Durch hyperosmotischen Stress diffundiert Wasser
aus der Zelle in das Medium (Bisson und Kirst 1995). Bei hypoosmotischem Stress ist
dies umgekehrt. Wenn die EPS-Schicht ein Schutz vor ein- oder austretendem Wasser
ist, konnte der Besatz mit epiphytischen Bakterien einen Nachteil darstellen. Die
Epibakterien reduzieren die Schutzschicht, indem sie sich von den EPS erndhren.
Diese wird damit durchlassiger und Wasser kann leichter in die Zelle hinein- oder aus
der Zelle herausdiffundieren.

2) Bei einem osmotischen Schock mussen die Epibakterien diesen ebenso regulieren
wie die Kieselalge. Dies geschieht Uber die Aufnahme oder Abgabe von lonen (Bisson
und Kirst 1995). Es kommt zu einer Konkurrenzsituation zwischen A. kufferathii und
den Bakterien, bei der den bakterienbehafteten Zellen weniger lonen zur Verfiigung
stehen als den bakterienfreien Zellen.

Die beschriebenen Prozesse kdnnen die in Abschnitt C 5.3 gemachten Beobachtungen
erklaren. Hierzu sind aber noch weitere Untersuchungen erforderlich. Die schiitzende
Wirkung der Bakterien durch das speziesiibergreifende Oxidationsschutzsystem

werden durch die oben beschriebenen Effekte aufgehoben oder tiberlagert.

3.3 Nahrstoffe

3.3.1 Stickstoff

Stickstoff ist ein wichtiger Bestandteil von Proteinen und Nukleinsduren. Proteine
enthalten bis zu 15% und Nukleinsduren bis 13% Stickstoff (Shehawy und Kleiner
2001). Sowohl Algen als auch Bakterien kdnnen ihren Stickstoffbedarf Uber die
Aufnahme von Ammonium (NH,"), Nitrat (NO3’), Nitrit (NO,"), Harnstoff (OC(NHy),) und
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Aminosauren (H,N-R-COOH) decken. Ammonium und Nitrat werden dabei bevorzugt
(Shehawy und Kleiner 2001).

Stickstoffverbindingen stellen einen essentiellen Nahrstoff fir Phytoplankton dar und
limitieren im Meer oft das Wachstum von Mikroorganismen (Hasager et al. 2003). Da
nur Cyanobakterien zur Fixierung von Luftstickstoff (N,) befahigt sind (Mulholland und
Capone 2000), muss der Hauptanteil des bereits assimilierten Stickstoffs aus
abgestorbenen Organismen und Exkrementen zuriickgewonnen werden. Die
Remineralisierung des an organischem Material gebundenen Stickstoffs erfolgt tber
bakterielle Zersetzung im Pelagial und in Sedimenten (Hasager et al. 2003; Herbert
1999). Der von den Bakterien regenerierte organische Stickstoff wird als Ammonium
abgegeben und steht dem Phytoplankton wieder zur Verfliigung (Ott 1996).

Der Abbau von Makromolekilen findet aulerhalb der Bakterienzellen durch
hydrolytische Enzyme statt (Pedersen et al. 1999).

Der Nahrstoffversuch (Abschnitt C 5.5) hat gezeigt, dass bakterienbehaftete Kulturen
von A. kufferathii hdhere Zelldichten erreichen als axenische Kulturen. Nitrat und Nitrit
nahmen sowohl in der Kontrollkultur (Vollmedium) als auch bei Stickstoffmangel
innerhalb von 15 Tagen schnell ab. Die Ammoniumkonzentration war in allen Ansatzen
gering und fluktuierte im Rahmen von MeRungenauigkeiten. Da Ammoinum in
geringen Konzentrationen vorlag, waren Nitrat und Nitrit die wichtigsten
Stickstoffquellen innerhalb der Kulturen. In den Kontrollkulturen mit Vollmedium war
nach 15 Tagen das Nitrat und Nitrit aufgebraucht (Abb. 51 - 53). Zu diesem Zeitpunkt
beginnen die bakterienbehafteten Algenkulturen schneller zu wachsen als die
axenischen  Kontrollkulturen von A.  kufferathii. In den Kulturen mit
Stickstoffmangelmedium waren Nitrat und Nitrit bereits nach zwei Tagen aufgebraucht.
Auch hier zeigen die Wachstumsdaten (Abb. 52 - 54) ab diesem Zeitpunkt ein
besseres Wachstum der bakterienbehafteten im Vergleich zu den axenischen Kulturen.
Dies wird damit erklart, dass die Bakterien durch die Remineralisierung von Stickstoff
aus abgestorbenem Material und Exudaten fiir die Diatomeen einen Vorteil darstellen

und deren Wachstum stimulieren.

3.3.2 Phosphat

Phosphat ist in Nukleinsduren, Phospholipiden und komplexen Kohlenwasserstoffen
enthalten. Zudem spielt es eine wichtige Rolle im Energiemetabolismus (Wagner und
Falkner 2001). Im Gegensatz zum Stickstoff besitzt Phosphat kein atmospharisches
Reservoir, weshalb es im marinen Stoffkreislauf eine schnelle Umsatzrate (bis weinige
Stunden) aufweist (Ott 1996). Die Organismen nehmen Phosphat in Form des
Orthophosphat auf (HPO,%) auf. Auch Phosphat wird von Bakterien aus organischem
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Material remobilisiert. Die Abspaltung des Phosphates von organischen Verbindungen
erfolgt aulRerhalb der Bakterien durch enzymatische Hydrolyse (Wagner und Falkner
2001).

In allen untersuchten Kulturen des Nahrstoffversuches (Abschnitt C 5.5) war das
Phosphat nach sechs Tagen stark abgesunken. Ab dem zweiten Tag zeigten die
axenischen gegenlber den bakterienbehafteten Kulturen unter Phosphatmangel ein
etwas besseres Wachstum (Abb. 50). Das Verhaltnis war somit umgekehrt zum
Stickstoff. Es schien zu einer Konkurrenz zwischen A. kufferathii und den
epiphytischen Bakterien gekommen zu sein.

Unter Phosphatmangelbedingungen sind Algen sowie Bakterien in der Lage, das
vorhandene Phosphat in Form von Polyphosphaten zu speichern um den eigenen
Bedarf so lange wie moglich zu decken (Kronberg et al. 1999). Bakterien besitzen eine
héhere Affinitat fir anorganische Nahrstoffe wie Stickstoff und Phosphat als andere
Planktonorganismen (Kisand et al. 2001). Dadurch kbénnen sie das von ihnen
remobilisierte Phosphat schneller aufnehmen als A. kufferathii. Dieser Prozess wirde
das verminderte Wachstum der bakterienbehafteten im Vergleich zu den axenischen

Kulturen unter Phosphatmangel erklaren.

3.3.3 Silikat

Silikat (SiO,) ist im Meerwasser vor allem fur Diatomeen von Bedeutung. lhre filigranen
Schalenstrukturen sind aus Silikat aufgebaut (van den Hoek 1993). Fir diese Gruppe
von Planktonorganismen stellt Silikat bei der Ausbildung von Bluten den limitierenden
Faktor da (Smetacek 1999). Es wird vermutet, dass das dem Meerwasser durch die
Diatomeen entzogene Silikat Gber Bakterien remobilisiert wird (Bidle et al. 2002; Bidle
und Azam 1999). Dabei wird das die Silikatschale umgebende organische Material
durch die Bakterien entfernt, so dass das Silikat vom Meerwasser geldst werden kann
(Bidle et al. 2003).

Der in dieser Arbeit durchgefiihrte Nahrstoffversuch (Abschnitt C 5.5) zeigte, dass
bakterienbehaftete Kulturen unter Silikatmangel héhere Zelldichten erreichen als
axenische Kulturen von A. kufferathii (Abb. 50). In dem Versuch wurden Glasgefalie
benutzt, daher konnte kein absolut silikatfreies Medium hergestellt werden. Es zeigte
sich aber, dass in allen untersuchten Kulturen nach dem sechsten Versuchstag fast
das gesamte Silikat aufgebraucht war und sowohl im Vollmedium als auch in den
anderen Medien ab diesem Tag Silikatmangel herrschte. Das Wachstum
bakterienbehafteter Kulturen im Silikatmangelmedium stieg erst ab dem 20.
Versuchstag uber das der axenischen Kultur. Vorher lag die Zelldichte der axenischen

Diatomeen leicht tGber denen mit Epibakterien. Es kdonnte vermutet werden, dass mit
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zunehmendem Alter der Kultur der Anteil abgestorbener Kieselalgen steigt. Durch den
Abbau des organischen Materials werden die Diatomeenschalen besser I[6slich.
Dadurch kénnte der zeitliche Versatz des gesteigerten Wachstums bakterienbehafteter

Kulturen von A. kufferathii unter Silikatmangel erklart werden.

Der Nahrstoffversuch hat gezeigt, dass die Bakterien den Nahrstoffgehalt in der
Mischkultur beeinflussen. Auler bei Phosphatmangel hat die beschleunigte
Remobilisierung von Nahrstoffen einen positiven Effekt auf das Wachstum von A.
kufferathii. Die bakterielle Umsetzung der Puffersubstanz Glycylglycin zu Glycin hat
keinen Einfluss auf das Wachstum von A. kufferathii. Auch die Beteiligung der
epiphytischen Bakterien am Oxidationsschutz konnten die wachstumsférdernde
Wirkung der Bakterien nicht erklaren. Die bessere Verfligbarkeit von Stickstoff und
Silikat hat meines Erachtens den grofiten Anteil am positiven Effekt der Epibakterien

auf das Wachstum von A. kufferathii.

4 Biofilme und Mikrobenmatten

Amphiprora kufferathii wachst zusammen mit anderen Eisdiatomeen wie Corethon
pennatum, Nitzschia - und Navicula-Arten in dichten Matten unter dem antarktischen
Meereis (Horner et al. 1992). Auch Bakterien kommen hier gehauft vor (Staley und
Gosink 1999).

Biomatten und Biofilme sind ubiquitar. In der Umwelt gibt es praktisch keine
Grenzflachen, die nicht von Biomatten besiedelt sind (Flemming und Wingender
2001a). Biofilme bilden sich nicht nur an Grenzflachen zwischen Wasser und festen
Substraten, sondern auch zwischen Wasser und Atmosphare (Nekton), zwischen
festem Substrat und Atmosphare sowie zwischen Flussigkeiten verschiedener Dichte
(Flemming und Wingender 2001a).

Lange wurde die Bedeutung der Biomatten als universelle Lebensform der
Mikroorganismen Ubersehen (Borchardt et al. 2001). Die &lteste bislang bekannte
Form von Lebensgemeinschaften sind mineralisierte Biomatten, die fossilen
Stromatolithe (3,5 Milliarden Jahre) (Flemming und Wingender 2001a)

Die enge Anordnung von Mikroorganismen in Biofilmen lassen Umsetzungsprozesse
organischer und anorganischer Verbindungen schneller ablaufen als in pelagischen
Systemen (Sutherland 2001). Die Diffusion wird innerhalb der Biomatten nicht so stark
behindert wie angenommen werden konnte. Dennoch kann es in tieferen Schichten
ausgepragter Biofilme zu anaeroben Bedingungen kommen (Flemming und Wingender
2001a).
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Das Zusammenleben in Biomatten bringt einige Vorteile: Der Biofilm bietet Schutz vor
pH-Extremen, Salzbelastungen, hydraulischer Belastung und toxischen Metallionen
durch deren Bindung an exopolymere Substanzen (EPS). Zudem kommt es in der
gelartigen Matrix aus EPS zur Anreicherung von Nahrstoffen (Jang et al. 2001; Wuerz
et al. 2001).

Alle Formen von Biofilmen und Biomatten werden von EPS zusammengehalten. lhre
Zusammensetzung schwankt je nach &uReren Bedingungen wie z. B.
Nahrstoffangebot. EPS bestehen zum gréfiten Teil aus anionisch geladenen oder

neutralen Polysacchariden, Proteinen, DNS und Lipiden (Wuerz et al. 2001).

Tabelle 26: Zusammensetzung der exopolymeren Substanzen und Anteil der
Komponenten (Flemming und Wingender 2001b).

Komponente Gehalt in EPS

Polysaccharide 40-95%
Proteine <1-60%
Nukleinsauren <1-10%
Lipide <1-40%

EPS dienen Diatomeen zur Anheftung und Bewegung (Cooksey und Wigglesworth-
Cooksey 1995; Wang et al. 1997; Wang et al. 2000). Die exopolymeren Substanzen
von Diatomeen sind an der Bildung von Aggregaten wie dem ,Marine Snow* beteiligt
(Alcoverro et al. 2000).

Bakterien kdénnen die Diatomeen-Exudate als Kohlenstoffquellen nutzen (Ploug und
Grossart 2000; Smith und Underwood 1998). Es wird angenommen, dass dies auch
zwischen Amphiprora kufferathii und den epiphytischen Bakterien der Fall ist (McGrath
Grossi et al. 1984). Die Untersuchung der durch die epiphytischen Bakterien nutzbaren
Kohlenstoffquellen (Abschnitt C 5.1.1) sprechen fir eine derartige Beziehung.
Cellulophaga sp. kann eine Vielzahl von Zuckern verwerten. Darunter auch Mannose
und Glucoronsaure, wichtige Bestandteile der Diatomeenzellwand (van den Hoek
1993). Aminosauren wie Glutaminsdure und Asparaginsaure, gewonnen aus den
Proteinbestandteilen der Diatomeen-Exudate, kénnen von Cellulophaga sp. ebenfalls
umgesetzt werden. Daten zu den nutzbaren Kohlenstoffquellen der anderen Bakterien
liegen leider nicht vor.

Bakterien benutzen ihrerseits zwei Formen von Anheftungsmechanismen. Einerseits
EPS, um sich an die Diatomeen anzuheften, andererseits wurden Fortsatze
beobachtet (McGrath Grossi et al. 1984). Bakterielle Fortsatze wie Flagellen, Pili und
Zelloberflachenproteine spielen bei der Biofilmbildung eine wichtige Rolle (Flemming

und Wingender 2001a). Es gibt verschiedenen Typen von Pili. Die sogenannten Typ IV
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Pili sind fir Anheftung und Fortbewegung zustandig. Haupsachlich werden Pili aber bei
Infektionsprozessen beobachtet (Soto und Hultgren 1999).

Bei elektronenmikroskopischen Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit, konnten
Pili-Strukturen bei den Epibakterien auf A. kufferathii nicht beobachtet werden
(Abschnitt C 6). Die Anheftung an die Diatomee erfolgt hier iber EPS.

In Biofilmen befinden sich die Organismen zusammen auf engstem Raum und kénnen
Wechselwirkungen ausbilden. Hohe Zelldichten erlauben den Informationsaustausch in
Form von horizontalem Gentransfer und niedermolekularen Signalmolekilen
(Flemming und Wingender 2001a). Zell-Zell-Kommunikation Uber niedermolekulare
Signalmolekile wie N-Acyl-Homoserinlactone (AHL) sind bei Bakterien beobachtet
worden (Borchardt et al. 2001). Durch diese Signalstoffe erhalten Bakterien
Informationen Uber die Zelldichte ihrer Artgenossen und verandern ggf. ihre
physiologischen Eigenschaften (quorum sensing) (Flemming und Wingender 2001a).
Ob eine derartige Kommunikation zwischen Bakterien und Diatomeen auch ablauft, ist
noch nicht untersucht. Bei Makroalgen konnte eine Interaktion mit Epibakterien Gber
niedermolekulare Signalstoffe gezeigt werden. Hier diente sie aber der Reduzierung

epiphytischen Bewuchses (Steinberg und de Nys 2002).

5 Symbiotische Beziehung
Der Begriff Symbiose wurde von H. A. de Bary 1879 als Bezeichnung fiir jegliches

Zusammenleben von artverschiedenen Organismen eingeflihrt (Arnheim et al. 1994).
Im urspringlichen Sinn umfasst die Symbiose sowohl parasitische, kommensalische
und mutualistische Vergesellschaftungen (Wilkinson 2001). Bis heute wird der Begriff
im allgemeinen Sprachgebrauch als auch in der Wissenschaft missverstandlich
gebraucht. Wahrend in Den USA mit dem Symbiose-Begriff die von Bary eingefuhrte
Definition gemeint ist, werden im europdischen Raum mit Symbiose vornehmlich
mutualistische Beziehungen beschrieben (Wilkinson 2001). In der vorliegenden Arbeit
wird der Symbiose-Begriff fur Beziehungen verwendet in denen beide Organismen
Vorteile aus der Vergesellschaftung erzielen (Mutualismus).

Bisher sind zahlreiche Interaktionen zwischen Bakterien und Pflanzen beschrieben
worden. Sie reichen von pathogen (Jakob et al. 2002) bis symbiotisch (Van Rhijn und
Vanderlayden 1995).

Bei Symbiosen zwischen Bakterien und Algen kommt es zu hochgradigen
Spezialisierungen. Zwischen stark wirtsspezifischen bakteriellen Endosymbionten in
der marinen Rotalge Prionitis sp. hat eine Coevolution stattgefunden. Die

symbiotischen Alphaproteobakterien kénnen andere Prionitis-Arten nicht besiedeln
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(Ashen und Goff 2000). Alphaproteobakterien und Angehérige der Bacteriodetes-
Gruppe konnen die Bakteriengemeinschaft auf Seegras Blattern (Halophila)
dominieren (Weidner et al. 2000)

Phytoplanktische Organismen sind haufig mit Epibakterien besiedelt. Dabei kommen
auch hier den Alphaproteobakterien sowie der Bacteriodetes-Gruppe eine besondere
Bedeutung zu (Riemann et al. 2000). Auch auf A. kufferathii sind Alphaproteibakterien
die dominierende Gruppe (Abschnitt C 2.3).

Eine Ausnahme stellen Dinoflagellaten dar. Sie weisen sowohl endosymbiotische und
epiphytische Bakterien auf. Hier handelt es sich hauptsachlich um Betaproteobakterien
wahrend Alphaproteobakterien nicht vorhanden sind (Alverca et al. 2002).

Viele Epibakterien haben eine stimulierende Wirkung auf das Wachstum von
Phytoplankton. Die Diatomee Asterionella glacialis zeigt in axenischer Kultur nur
geringes Wachstum. Durch Zufligen des Bakteriums Pseudomonas sp. wird ihr
Wachstum stark beschleunigt. Das Bakterium Vibrio sp. hingegen zeigt keinen Effekt
(Riquelme et al. 1988)

Nicht alle Bakterien haben stimulierende Effekte auf das Wachstum von Algen. Einige
Bakterien konnen das Wachstum von Algen sogar inhibieren (Fukami et al. 1997).
Diese hemmenden Effekte haben vermutlich einen entscheidenden Anteil an schnellen
Anderungen der Phytoplanktonzusammensetzung im Meer, die im Jahresgang
haufiger beobachtet werden koénnen (Fukami et al. 1997). Vermutlich wird die
Inhibierung des Wachstums durch Proteine verursacht, die lytisch auf die Algen wirken
(Mitsutani et al. 2001).

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Epibakterien hatten einen stimulierenden
Effekt auf das Wachstum von Amphiprora kufferathii (Abschnitt C 3). Es wird vermutet,
dass die Bakterien anorganische Nahrstoffe remobilisieren, die der Alge so schneller
wieder zur Verfigung stehen (McGrath Grossi et al. 1984; Steward et al. 1997). Die
Lieferung von Vitaminen flr die Algen durch die Bakterien wird auch diskutiert (Fukami
et al. 1997).

Der wachstumsférdernde Effekt der epiphytischen Bakterien war auch unter Stickstoff-
und Silikat-Mangelbedingungen zu beobachten (Abschnitt C 5.5). Daraus lasst sich
schlielen, dass hier eine Remobilisierung dieser Nahrstoffe durch die Bakterien
beschleunigt wird. Aus den direkten Nahrstoffdaten war dies jedoch nicht abzulesen.
Die Beteiligung der Bakterien am Abbau von Wasserstoffperoxid konnte nachgewiesen
werden. Es zeigte sich aber, dass dies keine Auswirkung auf das Wachstum von A.
kufferathii unter Normalbedingungen hat (Abschnitt C 3). Uberprift wurde ebenfalls, ob
der positive Effekt auf die Umsetzung der verwendeten Puffersubstanz Glycylglycin zu

Glycin durch die Bakterien zurlickzufliihren und somit artifiziell ist. Es kam zu einer
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Stimulierung des Wachstums von axenischen A. kufferathii Kulturen durch Glycin, sie
erreichte aber nicht das Ausmaf® wie in der Mischkultur (Abschnitt C 3). In
Untersuchungen an der Diatomee Pseudo-nitzschia multiseries konnte durch Glycin
ebenfalls keine Férderung des Wachstums erzielt werden. Diese zeigte sich aber
durch das Zufligen von Prolin (Steward et al. 1997).

Sulfitobacter sp. ist in der Lage, Dimethylsulfoniompropionat (DMSP) abzubauen
(Abschnitt C 5.1.2). DMSP ist ein organisches Osmolyt, das bei hyperosmotischem
Stress verstarkt von Algen gebildet wird (Kirst et al. 1991; Kirst 1995). Die Fahigkeit
DMSP abzubauen und als Kohlenstoffquelle zu nutzen ist in einigen Bakterien
beschrieben worden (Gonzelez et al. 2003; Ledyard et al. 1993).

Sulfitobacter sp. ist als antarktische Art beurteilt worden (Abschnitt 1.2) und somit
Bestandteil der SIMCO. Berichte Uber Eisbakterien die DMSP verwerten konnen liegen
noch nicht vor.

Bei oxidativem (Abschnitt 2.1) und Temperaturstress (Abschnitt C 5.4) zeigte sich ein
positiver Effekt der Bakterien auf A. kufferathii.

Diese Befunde lassen die Klassifizierung der Beziehung zwischen A. kufferathii und
den epiphytischen Bakterien als symbiotisch zu. Der negative Effekt bei extremem
hypo- und hypersalinen Stress fallt meines Erachtens nicht besonders ins Gewicht, da

derartige Stress-Situationen unter naturlichen Bedingungen kaum vorkommen.

6 Abschlussdiskussion und Ausblick

Es ist gelungen eine axenische Kultur von Amphiprora kufferathii herzustellen. Die
Bakterien der Mischkultur wurden identifiziert und teilweise isoliert. Damit stand ein
System zur Untersuchung der Bakterien-Diatomeen-Wechselwirkungen zur Verfligung.
Vier der funf Identifizierten Bakterienspezies stammen aus der Antarktis, was die
Ubertragung der gewonnenen Erkenntnisse auf die Situation unter dem antarktischen
Meereis zulasst.

Eine aktive Beteiligung der Epibakterien auf A. kufferathii am Abbau des von der
Diatomee freigesetzten Wasserstoffperoxids konnte nachgewiesen werden. Weitere
Wechselwirkungen bei Temperatur- und osmotischem Stress sowie unter
Nahrstoffmangel wurden untersucht. Dabei zeigten sich weitere positive Effekte der
Bakterien auf A. kufferathii.

Das Interesse an Algen-Bakterien-Assoziationen hat in den vergangenen Jahren
zugenommen. Massenkulturen von Diatomeen und Dinoflagellaten werden zur
Aufzucht von wirtschaftlich genutzten Muscheln, Krebstieren und Fischen verwendet.

Effektive  Futter-Kulturen sind hier unverzichtbar. Eine Stimulierung des
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Phytoplanktonwachstums durch Bakterien bei industrieller Massenkultur wird verstarkt
erforscht, um die Produktivitat zu steigern (Riquelme et al. 1988).

Die Epibakterien sind am Oxidationsschutz von Amphiprora kufferathii aktiv beteiligt.
Das Konzept eines speziesubergreifenden Oxidationsschutzsystems wurde vorgestellt,
bei dem das von den Diatomeen gebildete Waserstoffperoxid von den Bakterien
abgebaut wird.

Die bisherigen Ergebnisse zum Oxidationsschutz in A. kufferathii (Schriek 2000)
wurden mit der neuen, axenischen Kultur Gberprift. Dabei stellte sich heraus, dass A.
kufferathii im Gegensatz zu den ersten Befunden keine Katalase aufweist. Dies spricht
fur das Konzept des speziestibergreifenden Oxidationsschutzsystems, da der Abbau
von H,O, in der Diatomee nicht Uber dieses Enzym erfolgen kann, sondern Uber die
Bakterien oder Glutathion und Ascorbat erfolgt.

Durch Vergleiche mit der Literatur wurde die These Uber das generelle Fehlen von
Katalase in Bacillariophyceae auf die gesamte Abteilung Heterokontophyta
ausgedehnt.

Insgesamt gaben die durchgefihrten Untersuchungen einen Einblick in die
umfassenden Wechselwirkungen zwischen A. kufferathii und den epiphytischen
Bakterien bei verschiedenen Stressbedingungen.

Die gewonnenen Ergebnisse mussen nun mit den tatsachlichen Verhaltnissen in der
Antarktis verglichen werden. Dazu ist der Nachweis notig, dass die in dieser Arbeit
identifizierten Bakterien auch in der SIMCO auf A. kufferathii wachsen.

Das Konzept des spezieslbergreifenden Oxidationsschutzsystems muss eingehender
untersucht werden. Dabei ist die Anwendung molekularbiologischer Methoden
notwendig um das genaue Zusammenwirken von Oxidationsschutzenzymen der
beteiligten Organismen zu untersuchen.

Zudem miussen unbeantwortete Fragen angegangen werden: Kommt es bei
anhaltenden Stress-Situationen zu einer Verschiebung der bakteriellen Abundanzen
auf A. kufferathii? Welchen Effekt haben die einzelnen Bakterien bei oxidativem-,
osmotischem- und Temperaturstress? Findet eine interspezifische Kommunikation mit
Hilfe von Signalstoffen zwischen der Epibakterien und den Diatomeen statt?

Das sind nur einige Fragen die noch beantwortet werden missen um den

Kenntnisstand hinsichtlich der Diatommen-Bakterien-Interaktion zu erweitern.
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Anhang

Nahrstoffdaten bezogen auf die Zelldichte von Amphiprora kufferathii.
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