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Aus dem Institut ftir Meereskunde an der Universitat Kiel 

Untersuchungen zur Analyse mariner Bakterienpopulationen 

mit einer autoradiographischen Methode 

Von HANS-GEORG HoPPE1) 

Zusammenfassung: U ntersuchungen ilber die Zusammensetzung aquatischer Bakterienpopulationen 
hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur Verwertung verschiedener Kohlenstoffquellen sind bisher wenig 
durchgefiihrt warden, da es an adaquaten l\!Iethoden mangelt. Es wird eine kombinierte Methode 
mit 14C-markierten Substraten, Nahrkartonscheiben, l\!Iembranfiltern und Autoradiographie be­
schrieben, mit der verschiedene physiologische Gruppen erfaJ3t werden konnen. Kolonien mit be­
sonderen Eigenschaften (z. B. Phenol oder DDT-Abbauer) konnen leicht identifiziert und isoliert 
werden. Die bisherigen Ergebnisse zeigen, daJ3 einige der getesteten Substrate (Glucose, Asparagin­
saure, Acetat) stets von fast allen Saprophyten aufgenommen werden konnen, wahrend die Aufnahme 
anderer (z. B. Xylose, Lactose, Harnsaure, Phenol, Riboflavin, Fett) sowohl jahreszeitlich bedingte 
als auch von der Verschmutzung und Ktistenentfernung abhangige Fluktuationen aufweist. Von 
dem groJ3eren Spektrum der Nahrstoffverwertung <lurch Bakterien in Ktistengewassern kann eine 
schnelle Adaptation an Abwasserinhaltsstoffe erwartet werden, wahrend in ktistenferneren Gebieten 
entsprechende Populationen nur sehr schwach vertreten sind. 

Investigations on the analysis of marine bacterial populations by means of autoradiography 
(Summary): Investigations on the composition of aquatic bacterial populations in respect of 
their nutritional requirements have been rarely made because of the lack of adequate methods. 
A combined method using 14C-marked substrates, nutrient pads, membrane filters and autoradio­
graphy is described, which enables one to differentiate the physiological groups of bacteria. Colonies 
with special properties (e.g. degradation of phenol or DDT) can easily be identified and isolated. 
The preliminary results show that some of the test substrates (glucose, aspartic acid, acetate) can 
always be taken up by most of the bacteria. Others (e.g. xylose, lactose, uric acid, phenol, riboflavin, 
fat) shmv seasonal and environmental fluctuations. The wide spectrum of nutritional requirements 
of bacterial populations in coastal reagions may lead to a quick adaption to sewage compounds, 
while in offshore regions the corresponding populations are rather small. 

Ein le i  t u n g  

Heterotrophe Bakterien sind als Destruenten maf3geblich a n  der Aufnahme und 
Remineralisation organischer Substanzen im Nieerwasser beteiligt. Dieser Prozef3 be­
wirkt eine Selbstreinigung der Gewasser, <lurch die sowohl wasserlosliche organische 
Stoffe (z. B. Zucker, organische Karbonsauren, Aminosauren) als auch suspendierte 
Substanzen (z.B. Proteine, Starke, Zellulose, Fette) unter aeroben Bedingungen auf 
ihre Ausgangskomponenten C02, Wasser und Niineralien zurikkgefiihrt werden. 
Die Zersetzung der organischen Substrate kann in ihrem temporaren Verlauf und 
Katabolismus <lurch abiotische Faktoren (Temperatur, Salzgehalt, Sauerstoffgehalt) 
und biotische Faktoren (z.B. Nahrungskonkurrenz) beeinfluf3t werden. Organische 
Verbindungen spielen dabei als Wirkstoffe (Vitamine) und Hemmstoffe (z.B. Phenol) 
eine wichtige Rolle. 

Die Remineralisierung wird von Mikroorganismenpopulationen bewirkt, deren Grof3e 
und Artenkombination von den genannten Faktoren und von der Konzentration und 
Zusammensetzung der vorhandenen Nahrstoffe abhangt (RHEINHEIMER 1971). Neben 
den jeweils dominierenden Arten werden jedoch stets auch einige Bakterien anzutreffen 
sein, die gerade keine geeigneten Vermehrungsmoglichkeiten finden. Populations-

1) Der Autor dankt der Deutschen Forschungsgemeinschaft for die Forderung der Untersuchungen 
<lurch finanzielle Unterstiltzung. 
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anderungen konnen <lurch die Veranderung auBerer Bedingungen, zum Beispiel der 
Nahrstoffzusammensetzung <lurch AbwassereinfluB, hervorgerufen werden. Die Adapta­
tion der J\!Iikroorganismenpopulation an das neue Substrat kann in Abhangigkeit 
von der Generationszeit <lurch bisher relativ inaktive Bakterien und <lurch die Induk­
tion der Bildung notwendiger Enzyme erfolgen. Eine Anderung der Bakterienpopulation 
kann auch dadurch eintreten, daB im Verlauf des Selbstreinigungsprozesses zunachst 
leicht abbaubare Stoffe wie EiweiB, Zucker und Starke, spater aber uberwiegend 
schwerer zersetzliche Verbindungen wie Fette, Wachse und Lignin verwertet werden 
(Sukzession). Wenn neben dem Nahrstoffangebot auch andere Faktoren geandert 
werden (z.B. NaCl-Konzentration), kann eine Populationsanderung von der Kombina­
tion dieser Faktoren oder uberwiegend von einem Faktor abhangen. Wahrend der Ein­
fluB einiger leicht meBbarer Parameter (z.B. Temperatur, Salzgehalt) auf die Zusammen­
setzung der marinen Bakterienflora schon genauer untersucht warden ist (SrnBURTH 
1967, RHEINHEIMER 1968, MEYER-REIL 1974), gibt es nur wenige Ansatze, die sich mit 
der Differenzierung von Saprophytenpopulationen hinsichtlich deren Moglichkeit 
zur Verwertung verschiedener Nahrstoffe befassen. 

SIEBURTH (1971) versucht die Bakterienflora verschiedener Wasserkorper <lurch Be­
stimmung ihrer ,,biochemischen Aktivitat" zu charakterisieren. Dazu werden die 
Bakterien mit der ,,Agar roll tube"-Methode kultiviert und auf Selektivnahrboden die 
Zahlen der proteolytischen, amylolytischen und lipolytischen Kolonien ermittelt. Bei 
dem Vergleich der Relationen der prozentualen A.nteile der verschiedenen physiologi­
schen Gruppen an der gesamten Population, werden Unterschiede sichtbar, die auf eine 
unterschiedliche ,,biochemische Aktivitat" zum Beispiel im Oberflachen- und im 
Tiefenwasscr schlieBen lassen. Da jedoch auf den Selektivmedien haufig Kolonien auf­
traten, die von supplementaren Substanzen (z. B. Hefeextrakt) leben, mussen reprasen­
tative Kolonien isoliert und erneut auf ihre substratassimilatorischen Fahigkeiten ge­
pruft werden. 

In der vorliegenden Arbeit wird eine autoradiographische Methode eingefohrt, mit 
der es gelingt, das Wachstum von Saprophytenpopulationen auf einer Vielzahl wasser­
loslicher oder fein suspendierbarer radioaktiv markierter Substrate (Nahrstoffe, Schad­
stoffe, Wirkstoffe) zu ermitteln. Dabei werden Nachteile bisheriger Methoden, die 
Schwierigkeit der Auswahl dominierender Keime und die Unsicherheit bei dem Nachweis 
der Substrataufnahme, vermieden. Die Moglichkeit zur Isolierung von Bakterien mit 
bestimmten Eigenschaften bleibt gegenuber mikroskopischen Verfahren erhalten. Es 
konnen sowohl die Nahrstoffanspruche von Reinkulturen und verschiedenen Bakterien­
populationen als auch jahreszeitlich oder <lurch andere Faktoren bedingte Populations­
anderungen festgestellt werden. A.hnliche methodische Ansatze, jedoch mit anderer 
Zielsetzung, finden sich bei PERONI (1969, 1970, 1971), der sich um die Zahlung aktiver 
Bakterien mit Hilfe von 32P markiertem Phosphat bemuht, und bei KoKKE (1970a,
b, 1973), KLEEF et al. (1969), KoKKE et al. (1969) .. Die zuletzt genannten Autoren 
konzentrierten sich auf den Nachweis der Akkumulation von Metall-Isotopen sowie 
den Abbau von Pestiziden und Herbiziden durch Bakterien- und Pilzkolonien mit 
Hilfe des Agar-Plattenverfahrens und der Autoradiographie. Insbesondere die Anwen­
dung des Plattenverfahrens laBt einige Nachteile erwarten (Hintergrundstrahlung), 
die bei der Benutzung von J\!Iembranfiltern vermeidbar sind. 

Es werden einige Ergebnisse mitgeteilt, die mit der beschriebenen Methode an Bak­
terienpopulationen aus der westlichen Ostsee (Kieler Forde) gewonnen wurden. Neben 
der Moglichkeit zur Isolierung von Nahrungsspezialisten und der Charakterisierung von 
Bakterienfloren nach ihren Nahrungsanspruchen, ergibt sich eine okologische Bedeutung 
uncl Interpretationsmoglichkeit der Ergebnisse auch cladurch, daB eine lineare Relation 
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zwischen der Bakterienzahl und der maximalen Aufnahmegeschwindigkeit von Sub­
straten besteht, wenn andere Parameter nicht vvesentlich verandert werden. WRIGHT 
und HOBBIE ( 1966) fanden eine signifikante Korrelation zwischen Vmax und der Bak­
terienzahl an einer Reinkultur, wahrend GocKE (1974) gleiche Zusammenhange fur 
naturliche Bakterienpopulationen (Gesamtkeimzahl, Saprophytenzahl nach der Platten­
methode) nachwies. Die Technik der Autoradiographie ist bisher relativ selten in der 
mikrobiellen Okologie angewandt worden, um die Anerkennung und Verbreitung 
der l\!Iethode fur derartige Untersuchungen hat sich neben anderen insbesondere BROCK 
bemuht (BROCK 1967, BROCK und BROCK 1966). 

Methode 

Autoradiographie kann, je  nach der GroBe des abzubildenden Objektes, nach drei 
Verfahren durchgefiihrt werden: 

a) mit normalem Rontgenfilm und Lupenbetrachtung for makroskopische Objekte,

b) mit ,,stripping-film" und mikroskopischer Auswertung fur kleine Objekte (z. B. 
Bakterienzellen),

c) mit Emulsion ( oder ,,stripping film") und elektronenmikroskopischer Auswertung
zur Ermittlung der Lagerung radioaktiver Substanz innerhalb von Zellen und Ge­
weben.

Weil in diesem Fall nur Bakterienkolonien abzubilden waren, kam die erste Moglich­
keit zur Anwendung. Die Durchfohrung der l\!Iethode kann in vier Teilschritten erfol­
gen, von denen die ersten beiden sterile Arbeitsbedingungen erfordern. 

1. Vo  r ink u bat  i o n  : Von der zu un tersuchenden Wasser- oder Sedimen tpro be wird
eine Verdunnungsreihe angelegt. J eweils 10 ml einer geeigneten Konzentration (20-200 
Saprophyten/10 ml) werden durch ein l\!Iembranfilter von 0,2 µ Porenweite und 5 cm 
Durchmesser (Firma Sartorius) gesaugt. Es wurden so viele Parallelen angelegt, wie 
die Zahl der radioaktiven Testsubstrate betrug. Die l\!Iembranfilter werden blasenfrei 
auf Kartonscheiben (Firma Macherey und Nagel, MN 866, 0 5 cm) gelegt, die in 
einem Nahrmedium (ZoBell-Medium 2216 E mit 150fo

0 
Salzgehalt) autoklaviert worden 

sind. Es folgt eine etwa 5 tagige Inkubation bei 20°C; die heranwachsenden Bakterien­
kolonien durfen for die anschlieBende 14C-Inkubation nicht zu groB werden und nicht 
ineinander verlaufen. 

2. Inkubat ion  auf 14 C-Subs trat: Die bewachsenen Filter wurden nun auf 
Chromatographie-Papierscheiben ( 0 5 cm) gelegt, die gleichmaBig mit je einem be­
stimmten 14C-Substrat (z. B. Glucose, Xylose, Phenol usw.) getrankt sind. Fur eine 
Papierscheibe werden ea. 0, 75 ml Testlosung benotigt. Diese enthalt 0,5 µCi 14C-Sub­
strat und 0,5 mg unmarkiertes Substrat in 0,75 ml Seewassergemisch von 15°/

00 
S. 

Durch die Zugabe des unmarkierten Supplementes soll die Schwellenkonzentration 
der Substrataufnahme uberschritten werden. Die Bebrutung dauert 2 Tage bei 20°C. 

3. Kont aktautoradiographie: Die bewachsenen Filter werden dann auf FlieB­
papier liegend uber einer schiefen Ebene mit Leitungswasser ea. 30 Minuten gespult 
um adsorbiertes 14 C-Substrat zu entf ernen. AnschlieBend werden die Filter bei 40°C 
im Trockenschrank getrocknet. In lichtdichten Kassetten (Abb. 1 a) werden die Filter mit 
5 X 5 cm groBen Rontgenfilmstuckchen (Agfa Osray T 4) bedeckt und zwei Tage in 
einem trockenen, temperaturkonstanten Raum ,,belichtet". Die Entwicklung (Agfa 
G 150) und Fixierung (Agfa G 334) muB wie der gesamte ProzeB standardisiert werden, 
um vergleichbare Ergebnisse zu erzielen. Sehr kleine Kolonien werden auf den Mem­
branfiltern haufig ubersehen, es empfiehlt sich daher, die Filter nach dem autoradio-

109 



graphischen Vorgang mit phenolischer Erythrosinlosung zu fa.rben und iiberschihsigen 
Farbstoff auszuwaschen. 

4. Auswertung: Die gefarbten Kolonien auf den Membranfiltern und die ,,spots"
auf den dazugehorigen Filmen werden parallel in Auflicht bzw. Durchlicht auf einer 
besonderen Zahlapparatur (Abb. 1 b) ausgezahlt. Man erhalt dadurch eine Gesamt­
Saprophytenzahl auf den Filtern, die mit der Saprophytenzahl nach der Plattenmethode 
verglichen werden kann. Aus der Zahl der Kolonien und der spots kann zuverlassig 
der prozentuale Anteil einer Population ermittelt werden, der zur Akkumulation eines 
gegebenen Substrates in der Lage ist (Abb. 2 a, b, c, 3 a, b, c). Der Einsatz automati­
scher Bildanalysatoren nach dem Fernseh-Raster-Prinzip konnte die Auswertung sehr 
erleichtern. Haufig konnen spots mit starker und schwacher Schwarzung unterschieden 
werden, dadurch ist eine weitere Differenzierung der Bakterienkolonien moglich. 
Stets sollten zur Bewertung einige Blindproben herangezogen wnden, deren Kolonien 
nach der Vorinkubation <lurch Formal (40%ig) fixiert wurden. 

V ariation e n: Besonders bei Populationsanalysen empfiehlt es sich, nicht von 
Parallelfiltrationen auszugehen, sondern nach der Vorinkubation von einem Filter mit 
guter Kolonieverteilung ausgehend Duplikate nach der Lederberg-Technik oder <lurch 
Uberimpfen aller Kolonien herzustellen. Man geht damit von einer reprasentativen 
Population aus, _die bei hoher Verdiinnung des filtrierten Wassers mit groBer Wahr­
scheinlichkeit nur die wirklich haufigen Bakterien enthalt. Fur den Nachweis seltener 
Bakterien, denen ein schwer abbaubares Substrat als Nahrungsquelle dienen kann, 
wird jedoch stets die Filtration eines groBeren Wasservolumens erforderlich sein. 

Durch das Anlegen von Duplikaten der bewachsenen Filter, die nicht fur die Auto­
radiographie verwertet werden, konnen nach Vergleich mit den spots der Autoradio­
graphie solche Kolonien identifiziert und isoliert werden, die ein bestimmtes Substrat 
aufnehmen. Diese 1\!Ioglichkeit ist besonders interessant fur die Isolierung von Stoff­
wechselspezialisten (z. B. DDT-, Phenol-, Harnsaureabbau), von denen nach den ubli­
chen Methoden haufig nur tolerante und mit supplementaren Substanzen wachsende 
Kolonien gewahlt werden. 

Die Methode kann auch dazu benutzt werden, die assimilatorischen Fahigkeiten von 
Reinkulturen zu bestimmen. Diese werden bei Bakterien gewohnlich von dem Saure­
bildungsvermogen abgeleitet; bei Hefen wird ein Auxanogramm angefertigt oder das. 
Wachstum in flussigen Medien beurteilt. Die Ergebnisse nach der autoradiographischen 
Methode sind in der Regel eindeutiger und nach Einarbeitung weniger aufwendig zu. 
erzielen. Auf einem 1\!Iembranfilter konnen etwa 10 Reinkulturen auf das Wachstmn mit 
einer bestimmten Substanz gepriift werden, wenn diese mit einer Impfose an gekenn­
zeichneten Stellen aufgetragen werden. Die beimpften Filter werden nach dem be­
schriebenen Verfahren bearbeitet. 

Die Verwendung von Menbranfiltern zur Vorkultur bringt gegeniiber der Kultivie­
rung der Bakterien auf Agarplatten fur die Autoradiographie einige Vorteile: a) An­
wendbarkeit in Gebieten sehr geringer Bakterienbesiedlung, b) Verminderung der 
Hintergrundstrahlung <lurch Auswaschen der Filter, c) Moglichkeit zur Farbung der 
Kolonien und Anwendung des Mikrokolonieverfahrens, d) Vermeidung des Einbringens 
einer feuchtigkeitsundurchlassigen Plastikfolie zwischen Objekt und Film, <lurch die 
Effektivitat und Auflosung herabgesetzt werden. Zur Technik der Autoradiographie 
sowie deren theoretischen Grundlagen, der Einwirkung von �-Strahlung auf Silber­
halogenid-Kristalle, gibt ROGERS ( 1967) eine umfassende Ubersicht. Eine verwandte 
kontaktautoradiographische Methode zur Bestimmung der Radioaktivitat von Schweb-
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Tafel 4 (zu H.-G. Hoppe) 
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stoffteilchen in cler Luft (BURNETT 1952) wircl in einer Veroffentlichung cler Firma 
Millipore clargestellt. 

E r gebnisse  
Die Untersuchungen zur Analyse von Bakterienpopulation wurclen an Wasserproben 

von monatlichen Schiffsfahrten im Jahr 1973 in cler Kieler Bucht vorgenommen. Dabei 
wurclen clrei Stationen (Hauptpost, Holtenau, Feuerschiff) mit zwei Tiefen ( 1 m, 10 m) 
mit abnehmenclem Verschmutzungsgracl uncl zunehmencler Kustenentf ernung bearbeitet. 
Durchgehend wurde das Vorkommen der Bakterien ermittelt, die folgende Substrate 
aufnehmen: U-14C Asparaginsaure, U-14C N a-Acetat, U-14C-X ylose, (D-Glucose-1-14C)­
Lactose, 1-14C Glyzerintripalmitat, U-14C-Phenol, 2-14C-Harnsaure, 2-14C-Riboflavin,
auBerdem seltener U-14C-Maltose, U-14C-Saccharose, U-14C-Glucosamin, U-14C­
Glyzerin, loslicher Anteil von l -14C-Starke, 14C-DDT, 14C-Carbonat (alle Substrate 
wurden von der Firma Amersham-Buchler, Braunschweig, bezogen). 

Der  j ahresz  ei t l i  che Verla  uf em1ge r  p h  ys ikal i sch-ch emischer  und 
mikrobiolog ischer P arameter  im Untersuchungsgeb i e t. Der Jahresgang der 
Temperatur des Oberflachenwassers zeigt einen for die westliche Ostsee typischen Ver­
lauf mit starkem Anstieg im Fruhjahr und allmahlichem Abfall im Herbst (Abb. 4). 
Beim Tiefenwasser kommt es dagegen besonders bei geringer Wasserdurchmischung 
haufig zu einer zeitlich verzogerten Angleichung an die Oberflachentemperatur. Die Salz­
gehaltskurve weist auf eine starke Durchmischung mit Nordseewasser wahrend der 
kalten J ahreszeit hin, wahrend in den relativ windstillen Sommermonaten der Salz­
gehalt stark abnimmt. Die auf den Membranfiltern ermittelte Saprophytenzahl steigt 
wahrend des Friihjahrs an, sinkt bis zum Herbstbeginn ab und nimmt dann wieder 
kraftig zu. Der Kurvenverlauf der auf ZoBell-Agar mit 15°/00 

Salzgehalt ermittelten 
Keimzahlen zeigt eine ahnliche Tendenz. Wahrend die beiden Saprophytenzahlungen 
bei niedrigen Wassertemperaturen relativ gut ubereinstimmen, treten mit ansteigender 
Temperatur groBere Differenzen auf. Die Keimzahlen weisen eine tendenzielle Gegen­
laufigkeit zum Salzgehalt auf, dieses deutet auf eine starke Beeinflussung der inneren 
Forde durch die hydrographische Situation und bakterielle Kontamination vom Lande 
hin. 

Der  Ante i l  verschiedener  phys iologischer Bakteri e n g r u p p e n  an der 
Gesa m t z ahl  der  saprophyt i schen Bakterien. In der Tabelle 1 sind die Schwan­
kungsbreiten sowie die durchschnittlichen Prozentwerte der Bakterien, die ein bestimmtes 
Substrat verwerten konnen, dargestellt. Glucose  (nicht in der Tabelle angefohrt) und 
Asp a r aginsaure werden unabhangig von der Jahreszeit und der Entnahmestelle von 
fast all en Saprophyten im Wasser des U ntersuchungsgebietes aufgenommen. Ace  tat  
wird ebenfalls von der uberwiegenden Zahl der saprophytischen Bakterien verwertet, es 
deutet sich jedoch ein geringfogiger Ruckgang dieser Fahigkeit mit zunehmender 
Kustenentfernung an. Wichtige wasserlosliche Bestandteile von verbreiteten Nahrstoffen, 
Glyzerin (Fett), los l iche S tarke (Starke) und Glucosamin (Chitin), konnen 
fast allen isolierten Bakterien als Nahrung dienen, das laBt jedoch keine Schlusse auf die 
Zersetzung der Ausgangsstoffe zu. Die beiden im Pflanzenreich sehr haufig vorkommen­
den Disaccharide Saccharose und Maltose  werden durchschnittlich von 74-98% 
bzw. 63-89% aller Bakterienkolonien verwertet. Bei den Zahlen der Xylose  abbauen­
den Bakterien (wichtiger Pentose-Baustein der verbreiteten ,,Hemizellulosen" = Xylane) 
ist gegenuber den bisher betrachteten Gruppen ein deutlicher Ruckgang festzustellen 
(durchschnittlich 64-71 %), Neben den registrierten stark akkumulierenden Kolonien 
treten jedoch stets auch zahlreich Kolonien mit schwacher Substrataufnahme auf. 
Dieses konnte damit in Zusammenhang stehen, daB Xylanasen sowohl konstitutiv als 
auch induktiv gebildet werden (SCHLEGEL 1969), so daB auch ein substratinduzierter 
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Tabelle 1 

GroBe  der  Bakterienp opulat ion, d ie ein best immtes  Substrat  als  Nahr­
s to f f  verwenden kann, bezogen  auf  die  Gesamtz ah l  der  Saprophyten. 
D i e  Zahl der  Ausfahrten, aus  denen die  Werte ermit te l t  w u r d en, sin d 
n e b e n  dem Substrat  rn Kla mmern () angegeben.  W ahrend die  jewei l s  
o beren  Zahlen die  Schwankungs breite  wiedergeben, wird durch die

untere  P r oz e n tz ahl  der  Du rchschnitt  d a r g este l l t. 

14C-markiertes 
Substrat 

Asparaginsaure (5) 

Na-Acetat (6) 

losl. Starke (1) 

Glucosamin (1) 

Glycerin (1) 

Saccharose ( 4) 

Maltose (2) 

Xylose (9) 

Lactose (7) 

Fett (7) 

Phenol (8) 

Harnsaure (7) 

Riboflavin (5) 

Hauptpost 
10 m 1 m 

93-100% 
97

86-100% 
96 

100% 

94% 

97% 

50- 99% 
74 

81- 96% 
89 

38- 91%
69 

44-100% 
70 

6- 36% 
21

0- 34% 
13 

94-100% 
97

86-100% 
96

90%

90% 

83% 

79- 97% 
89 

77- 94% 
86

43- 99%
69 

25- 98% 
66

5- 24% 
13

0- 35%
11

Holtenau 
10 m 1 m 

93-100% 
98 

96-100% 
98 

93% 

89% 

98% 

93-100% 
98

78-100% 
89 

26_:_100% 
64 

33- 76% 
56 

2- 22% 
10 

0- 11% 
5 

90-100% 
94 

83-100% 
92 

95%

95%

100%

88-100% 
97

76- 95%
86

25-100% 
69 

47- 98% 
67 

5- 34% 
8 

0- 33% 
7 

Feuerschiff 
10 m 1 m 

95-100% 
98 

66-100% 
80 

91% 

98% 

76-100% 
87

35- 91%
63 

44-100% 
(79) 

25-100% 
69 

0- 28% 
19

0- 7%
3 

91-100% 
97 

86-100% 
94 

97% 

93% 

77-100% 
90 

65- 92%
79 

25- 96% 
71 

17- 97%
57

0- 21%
11

0- 12%
4 

0- 27% 0- 39% 0- 11% 0- 23% 0- 26% 0- 11%
18 12 (1) 15 7 4 

(0)- 92% (0)- 73% (0)- 50% 1- 64% 1- 80% 0- 25%
47 31 33 23 24 9 

Xylose-Abbau moglich erscheint. Das hauptsachlich in der tierischen Milch vorkommen­
de Disaccharid Lac tose  wird durchschnittlich von einer etwas geringeren Bakterienzahl 
aufgenommen (56-70%)- Auch in diesem Fall treten neben stark markierten haufig bis 
zu 100% schwach markierte Kolonien auf, was auf eine induzierte �-Galactosidase 
Bildung durch viele Bakterien nach langerem Wachstum auf Lactose hindeutet. Fttr 
Escherichia coli wird eine solche Induktion bei SCHLEGEL ( 1969) beschrieben. Die f et t­
ahnliche Substanz Glyzerintripalmitat, suspendiert in Tween 80, wurde stets von weniger 
als 40% der Saprophyten aufgenommen. Der Nachweis des Fettabbaus ist wegen der 
Schwierigkeiten bei der gleichmaBigen Verteilung und Auswaschbarkeit aus dem Filter 
weniger zuverlassig. Haufig ist nur der auBere Rand oder die Umgebung einer Kolonie 
markiert. Wahrend for den Fettabbau in der Wassersaule keine eindeutige Praferenz 
festzustellen war, zeigten die Neustonproben aus dem Limfjord eine deutliche Erhohung 
des Anteils der lipolytischen Bakterien (HOPPE, unveroff.). Phenol  und phenolhaltige 
Verbindungen sind Bestandteile vieler Abwasser sowie der Humusstoffe. Phenolabbauer 
konnen mit der Autoradiographie eindeutig nachgewiesen und isoliert werden, tolerante 
Bakterien werden nicht markiert. Der Anteil der phenolaufnehmenden Bakterien zeigt 
yon Fahrt zu Fahrt groBe Schwankungen, steht jedoch mit dem Grad der Verunreini� 
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Tafel 6 (zu H.-G. Hoppe) 
OJo 

Kieler lnnenforde, Station Haupt post, 1 m 

100 

50 

Fett 
0 

x 
Lactose 

I ' 
I ...._' 

10 

20.2. 13.3. 4.4. 14.5. 28.6. 26.7. 

Riboflavin 
0 

.A . . 

I �J 
. '\: 

0 

I 

I 
I 

I x 

// /x 

xl 
I 

0 

x 

26.9. 25.10. 2 2.11. 20.12. 

Datum 

Abb. 6: Anderungen der GroBe verschiedener physiologischer Bakteriengruppen in % der Sapro­
phytenzahl im Laufe des Jahres 1973 bei der Station Hauptpost (lm, Kieler lnnenforde). 
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gung des Untersuchungsareals im Zusammenhang. Besonders im Hafengebiet konnen 
bis 1/

3 
der Saprophytenpopulation zur Zersetzung von Phenol in der Lage sein. Einige

Ergebnisse deuten eine Zunahme der Phenolabbauer mit abnehmender Temperatur 
und sinkendem Salzgehalt an. In ki.istenfernen Gebieten sind meist unter 10% der 
Bakterien zur Phenolverwertung befahigt, es sei denn, Wasser aus der Innenforde ( oder 
von der Abwassereinleitung bei Bulk) gelangt mit der Stromung dorthin. Unter­
suchungen aus dem Sediment des Limf jords (HOPPE, unveroff.) zeigen, daf3 die schwer­
abbaubaren phenolhaltigen Verbindungen offenbar bevorzugt in der Oberflachen­
schicht des Sediments zersetzt werden. Ergebnisse von Potenzbestimmungen des Phenol­
abbaus, die von lTURRIAGA und RHEINHEIMER (1973) veroffentlicht wurden, lassen sich 
mit den genannten Beobachtungen vereinbaren. Zur Gruppe der Substanzen, deren Auf­
nahme eine deutliche Abhangigkeit von der Ki.istenentfernung aufweist, gehoren auch 
H arnsaure  (N-haltiges Endprodukt des Eiweif3stoffwechsels bei Reptilien, und Vogeln, 
in geringen Mengen auch bei Saugetieren) und Ribof lavin (Vitamin B

2
, wichtiger 

Wachstumsfaktor fur viele Tiere und l\!Iikroorganismen). Die ermittelten Prozentwerte 
fur Harnsaure (durchschnittlich 4-18%) finden eine Bestatigung <lurch die qualitativen 
Untersuchungen von STEINMANN (1974) uber den Harnsaureabbau. Ein Bedarf an 
Riboflavin scheint fur die vielfach <lurch allochthone, terrestrische Bakterien kontami­
nierte Bakterienpopulation der Innenforde charakteristisch zu sein (33--47%), wahrend 
von der i.iberwiegend autochthonen Flora kustenferner Gebiete wesentlich weniger 
Kolonien (9-24%) einen nachweisbaren Vitamin B

2
-Bedarf hatten. DDT wurde bei 

der geringen filtrierten Wassermenge nur vereinzelt von einigen Kolonien aufgenommen, 
so daf3 keine Berechnungen moglich waren. 

Veranderungen i n  der  Z us a m m ensetzung der  Bakterienpopulat ionen  
m i t  z unehmender  Kustenen tfernung. Aus Tabelle 1 laf3t sich entnehmen, daf3 
einige Substrate (Glucose, Asparaginsaure, losl. Starke, Glucosamin, Glyzerin, Saccha­
rose) von einem relativ hohen und gleichbleibenden Prozentsatz aller Saprophyten so­
wohl in der Innenforde als auch in der Kieler Bucht aufgenommen wird. Die Xylose­
Verwertung weist einen relativ gleichbleibenden Durchschnittswert, jedoch eine grof3e 
Schwankungsbreite auf, wahrend fur die ubrigen Substrate eine abnehmende Tendenz 
mit zunehmender Kustenentfernung bei grof3er Schwankungsbreite festzustellen ist. 
Einige Beispiele sind in der Abb. 5 dargestellt. Mit abnehmender Saprophytenzahl in 
grof3erer Kifatenentfernung nimmt also auch die Zahl der zur Verwertung vieler Substrate 
befahigten Organismen ab. Dies deutet darauf hin, daf3 von der Vielzahl der Bakterien­
arten in verunreinigten Ki.istengewassern nur einige bis in die offene See gelangen und 
dort uberleben. Viele <lurch Substratinduktion erworbene Fahigkeiten werden der ge­
ringen Konzentration dieser Nahrstoffe im l\!Ieerwasser abgebaut. Bakterien mit sehr 
speziellem Nahrungs- und Vitaminbedarf konnen nicht uberleben. Bekanntlich nimmt 
der Anteil der saprophytischen auf Nahrboden ·wachsenden) Bakterien an der 
gesamten Bakterienflora ( ermittelt mit der Fluoreszenzfarbung oder der Mikroautoradio­
graphie, HOPPE unveroff.) von verunreinigten Ki.istengebieten zu relativ sauberen See­
gebieten ab. Moglicherweise kommt daher den auf Agarplatten nicht erfaf3ten Bakterien 
beim Abbau von sehr gering konzentrierten Nahrstoffen im offenen Meer eine besondere 
Bedeu tung zu. 

Anderungen  der  phys io logischen F ahigkei ten der  B akter ienpopula­
t ionen i m  L aufe  des  Jahres. Aus Abbildung 6 wird deutlich, daf3 neben der gleich­
bleibend starken Aufnahme von Glucose, Asparaginsaure (nicht dargestellt) und Acetat, 
erhebliche Schwankungen in der Starke der physiologischen Gruppen auftraten. In 
einem Meeresgebiet mit unterschiedlichen hydrographischen Einflussen und Verunrei­
nigungsursachen ist dafur kaum eine einfache Erklarung zu finden. Auffallend ist der 
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R.i.ickgang der mdsten physiologischen Bakteriengruppen zu einem Zeitpunkt, da auch 
die gesamte Population stark abnimmt (September, Abb. 4). Dagegen wurde ein Vita­
min B

2
-Bedarf fur iiber 70% der Kolonien registriert. Bei starker Bakterienentwicklung 

(z. B. November) scheint auch die Fahigkeit zur Verwertung verschiedener Substrate 
anzusteigen. Fur die Zahl der Fett- und Phenolabbauer laBt sich eine Erhohung des 
Anteils wahrend der kalten Jahreszeit nachweisen. Dieses konnte auf das langere Uber­
leben von Fremdbakterien im Seewasser bei niedrigen Wassertemperaturen zuriickge­
fuhrt werden, eine Beobachtung, die auch fur Hefen gilt (HoPPE 1972). Als Ursache 
fur die Fluktuationen konnen neben der Verlagerung von Wasserkorpern <lurch Stro­
mungen auch Andcrungen im Nahrstoffangebot angesehen werden, auf die die Popula­
tion <lurch Induktion von Enzymen oder die Vermehrung von Bakterien mit ent­
sprechenden konstitutiven Enzymen reagiert. 

Da von den bisher gegebenen %-Werten nur relative Anderungen der Bakterienpopu­
lationen angezeigt werden, aus denen die absolute GroBe der physiologischen Gruppen 
nicht hervorgeht, werden in der Tabelle 2 einige Keimzahlen von Bakteriengruppen 
dargestellt, die zur Verwertung eines bestimmten Substrates in der Lage sind, 

Tabelle 2 

GroB e der  Bak terienp o p u l a  t ion ,  die  ein best imm te s  Subs  tra  t a l s  N ahr­
s tof f  verwerten kann. Die Zah l  der  Ausfahrten,  a u s  d enen die  Zahlen­
werte  ermitte l t  w urden,  s ind neben dem Substrat  in K l a mm e rn () 
angegeben. Wahrend die jew eils  oberen Keimzahlen (p r o  m l) die  
S c h w ank un gsbreite  wiederge ben,  s te l len  die  u nteren den Durch-

s chnittswert  dar. 

14C-markiertes Hauptpost Holtenau Feuerschiff 
Substrat lOm lm 10 m lm lOm lm 

Asparaginsaure (3). (300)-11050 2900-14430 50-7110 200-7970 6- 810 40-1028
7283 9219 3881 4001 424 601 

Na-Acetat (4) 1025-21650 9500-21500 1960-7025 2400-11875 246- 495 141- 521
14225 13130 3464 4587 391 279 

Xylose (9) 300-20250 1000-23150 50-4500 100-6725 100- 756 34- 738 
6975 9725 1897 3339 372 297 

Lactose (6) 600-17000 300-11550 475-2070 150-8000 5- 168 5- 225
7533 6533 844 3554 79 109

Fett (6) 100-4850 150-2450 30-1560 (0)- 850 0- 69 0- 165
2540 1029 314 461 23 37

Phenol (7) 0-3650 0-7850 0- 190 0-1070 1- 8 0- 25
950 1743 85 232 4 9 

Harnsaure (6) 0-3400 0-1400 0- 470 0-2350 0- 80 0- 113
1725 860 224 901 24 22

Riboflavin (4) (0)-21000 (0)-12250 150- 710 100-1460 2- 13 1- 45
7875 3220 408 446 5 14

Diskuss ion 

Die dargestellte l\!Iethode und die angefuhrten Ergebnisse zeigen erstmals eine Mog­
lichkeit auf, die GroBe verschiedener physiologischer Bakteriengruppen innerhalb einer 
Saprophytenpopulation sowie die Gesamtzahl der Saprophyten gleichzeitig zu be­
stimmen und einzelne Kolonien mit besonderen Eigenschaften zu isolieren. Da alle auf 
einem Membranfilter wachsenden Kolonien erfaBt werden, eriibrigt sich die stets 
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subjektive Auswahl reprasentativer Kolonien zur Charakterisierung der Population. 
Auch bei der Verwendung von Hemmstoffen kann durch die Vorinkubation auf Nahr­
kartonscheiben zunachst die Gesamtzahl der Saprophyten ermittelt werden. 

Die Substrataufnahme bedeutet nicht nur eine Akkumulation, sondern fuhrt in den 
meisten Fallen unter den gegebenen Umstanden auch zu Zellvermehrungen, was durch 
das Wachstum der Kolonien und teilweise eine besonders starke Markierung der wachs­
tumsaktiven Randbezirke der Kolonien nachgewiesen werden kann. Einer sekundaren 
l\llarkierung von Kolonien, die das zu prufende Substrat nicht aufnehmen, durch ver­
atmetes 14C02, wie sie bei KoKKE ( 1973) diskutiert wird, kommt keine Bedeutung zu,
da C02 nur in geringem MaBe (6% der Biomasseproduktion der Bakterien nach SOROKIN 
1965) von Bakterien aufgenommen wird und daher schon unter der Nachweisschwelle 
der Methode liegt. N aturlich konnen die gewonnenen Ergebnisse nicht kritiklos auf die 
Verhaltnisse in einem aquatischen Okosystem ubertragen werden. Durch die relativ 
hohe Konzentration des zugegebenen Substrates (ea. 0,67 mg C/ml) kann eine Stimula­
tion zum Wachstum oder Enzyminduktion erfolgen. AuBerdem entfallen Effekte der 
Nahrungskonkurrenz und Antibiotikahemmung auf einem Membranfilter mit guter 
Verteilung der Kolonien, wahrend z. B. das Wachstum auf einer festen Unterlage ein 
neues artifizielles Kriterium darstellt. Es werden daher in unserem Laboratorium auch 
Untersuchungen mit einer mikroautoradiographischen 1\/Iethode zur Identifizierung 
aktiver Bakterien durchgefuhrt, die der Stoffaufnahme unter naturlichen Bedingungen 
besser entsprechen. 

Fur die Bewertung der Ergebnisse ware die Ermittlung der Konzentration der ge­
wahlten Substrate in situ sehr aufschluBreich, dieses ist aber wegen der meist sehr niedri­
gen Konzentration nicht moglich. Deshalb sind Laborversuche zum Studium von 
Populationsanderungen mit bekannten Substratkonzentrationen unentbehrlich. In 
einem Versuch dieser Art mit stark verunreinigtem Fordewasser und einer Zugabe von 
62 bzw. 125 mg Phenol/250 ml konnte eine Zunahme der Phenolabbauer von 20 auf 
etwa 90% der gesamten Saprophytenpopulation in 5 Tagen registriert werden. Die 
Anpassungsfahigkeit der Mikroflora, auch an assimilierbare Schadstoffe, durfte bei dem 
SelbstreinigungsprozeB eine wichtige Rolle spielen. Eine besondere Bedeutung kommt 
dabei der Kustenregion zu, die auf Grund ihres reichhaltigen und vielfaltigen Nahrungs­
angebotes und der standigen Kontamination durch das Festland, eine sehr artenreiche 
und damit anpassungsfahige Bakterienpopulation aufweist. Orte, an denen bestimmte 
Substanzen gehauft und standig anfallen, z. B. Fette im Neuston und phenolhaltige Ver­
bindungen im Sediment, weisen auch eine darauf eingestellte Bakterienflora auf. 

Auf welche Weise sich die Nahrstoffanspruche der Bakterienpopulationen verschiede­
ner Gewasser unterscheiden, mussen weitere Untersuchungen, unter Berucksichtigung 
noch weiterer Testsubstrate, erbringen. Desgleichen ist nicht geklart, ob Anderungen 
der physiologischen Gruppen auf Induktionen oder Verschiebungen des Artenspektrums 
zuruckzufuhren sind. Neben den saprophytischen Bakterien spielen in Gewassern aber 
auch die vielen bisher nicht kultivierbaren Mikroorganismen eine Rolle, deren Nahr­
stoffanspruche ebenfalls mit Hilfe der Autoradiographie ermittelt werden konnen. 

Mein Dank gilt Fraulein V. Meister und Fraulein E. Nietz fur die gewissenhafte Aus­
fuhrung der Untersuchungen sowie Herrn K. Bach fur die Anfertigung der benotigten 
Gerate. 
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