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1 Einleitung

1.1 Die anthropogene Klimaveranderung

Klima im engeren Sinne wird definiert als die statistische Beschreibung der rdumlich-
zeitlichen Mittelwerte und Variationen relevanter Parameter, die das Wetter bestimmen.
Dazu gehoren Temperatur, Niederschlag und Wind. Aus diesen Klimadaten kann der Zu-
stand des globalen Klimasystems beschrieben werden. Dies ist ein hoch komplexes System,
das aus fiinf Hauptkomponenten besteht: der Atmosphére, der Hydrosphire, der Kryosphére
und der Landoberflache sowie der Biosphire.

Vor rund 420000 Jahren pendelte sich das Klimasystem der Erde in eine Abfolge von Glazial-
und Interglazialperioden ein, die durch Temperaturschwankungen bedingt waren (Abb. 1.1).
Diese Schwankungen scheinen eng an die atmosphérischen Konzentration der Treibhausgase
Kohlendioxid (CO,) und Methan (CH,4) gekoppelt zu sein (Petit et al., 1999), wobei die CO,
Konzentration zwischen 180 und 280 patm lag. Diese Variabilitdt kann eine Temperaturver-
dnderungen von bis zu 10 °C hervorrufen. Innerhalb der letzten 200 Jahre stieg sie, als Folge
der industriellen Revolution und der damit einhergehenden Nutzung fossiler Brennstoffe und
der verdnderten Landnutzung, um 100 patm auf 380 patm an (Forster et al., 2007). Damit
ibersteigt die heutige Konzentration die der letzten 420000 Jahre und hochstwahrscheinlich
auch die der letzten 20 Millionen Jahre um ~100 patm (Berner, 1990). Die Zuwachsrate im
letzten Jahrhundert ist, zumindest wihrend der letzten 20000 Jahre, beispiellos (Prentice
et al., 2001).

Modellrechnungen zeigen, dass die CO, Konzentration der Atmosphére bei zum Jahr 2100
bis auf iiber 750 patm ansteigen konnte, sollte die anthropogenen Emissionen nicht drastisch
zuriickgehen (,,Business as usual*“-Szenario 1S92a, Boer et al. (2001)). Eine unmittelbare
Folge des Anstiegs der atmosphirischen CO,-Konzentration ist die globale Temperaturerho-
hung von 2-6 °Cin den néchsten 100 Jahren (Boer et al., 2001).

Messungen und Rekonstruktionen der atmosphérischen CO, Konzentrationen zeigen, dass

weniger als die Hilfte der anthropogenen CO, Emissionen in die Atmosphire gelangen
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Abbildung 1.1. Variationen der Temperatur, der atmosphérischen CO;- und CH4-Konzentration innerhalb
der letzten 420000 Jahre. Die Daten sind aus Eisbohrkernen der Antarktis gewonnen worden. Aus Boer
et al. (2001).

(Prentice et al., 2001). Von 1800 bis 1994 wurden ~48% des ausgestolenen CO, aufgenom-
men (118+19 von 244420 Pg) und potenziell konnten die Ozeane ~90% des anthropogenen

CO, aufnehmen, nachdem sie komplett durchmischt worden sind (Sabine et al., 2004).

1.1.1 Auswirkungen erhéhter CO,-Konzentrationen auf das
Karbonatsystem

Lost sich CO, im Wasser, reagiert ein gro3er Teil mit den H,O Molekiilen nach Formel 1.1.
CO, + H,0 2 H,CO; 2 HCOy + H" 2 CO* +2H" (1.1)

Die Summe dieser Kohlenstoffspezies wird geldster anorganischer Kohlenstoff (DIC) ge-
nannt. Die Losung von CO, fiihrt zum einen zur Erh6hung der DIC Konzentration und
zum anderen zur Entstehung von Protonen. Im Meerwasser reagieren diese Protonen mit
vorhandenen Anionen, so dass eine pH-Wert-Anderung abgepuffert wird. Bei den Anionen
handelt es sich groBtenteils um HCO5™, COs*, B(OH),", OH™ und andere, in geringen Kon-
zentrationen vorliegende, wie z.B. die Anionen der Phosphorsiure (HPO,>, PO,*) oder die
der Kieselsdure (H3;S10,47) (Zeebe and Wolf-Gladrow, 2001). Die Summe dieser Anionen

10



1 Einleitung

wird Totale Alkalinitéit (TA) genannt (Formel 1.2),
TA = [HCO5] +2[CO;*] + [B(OH)4'] + [OH] — [H"] + andere Komponenten (1.2)

wobei H die Konzentration freier Wasserstoffionen darstellt (vereinfacht nach Dickson
(1981)).

Trotz der Pufferkapazitit des Meerwassers fiihrte die Erhohung der atmosphérischen CO,-
Konzentration von 280 auf 380 patm dazu, dass sich der pH-Wert der Ozeanoberfliche um
0,1 Einheiten verringert hat (Abb. 1.2). Er konnte bis zum Jahr 2100 um weitere 0,3 oder
0,4 Einheiten sinken (Meehl et al., 2007).

Die Versauerung verursacht eine Verschiebung im pH-abhédngigen Gleichgewicht des Kar-
bonatsytems, was dazu fiihrt, dass der Anteil des CO, an der totalen DIC Konzentration
steigt, withrend der von COs* sinkt. So hat sich die CO,-Konzentration von 9 auf 13 pmol
kg! erhoht, was eine Steigerung von ~44% darstellt. Die Verdopplung der heutigen at-
mosphérischen CO,-Konzentration wiirde die CO,-Konzentration im Wasser auf 25 pmol
kg! anheben. Gleichzeitig ist die CO;>-Konzentration um ~16% von 222 auf 186 umol
kg! gesunken und kénnte um weitere 81 umol kg_; sinken (Fabry et al., 2008). Die pH-
Erniedrigung dndert auch den Kalzit- und Aragonit- Sdttigungszustand, was die Loslichkeit

dieser beiden Karbonate erleichtern wird (Fabry, 2008).

Pre- Change from
Glaclal | jnaustrial [Present | 2XCO, | 3Xxco, | Proneustial
2

co,

| 2 (8

pCO, 180 | 280 380 560 | 840 | 200%

Gas exchange

CO; p *+ H,0 =H,CO, 7 9 13 | 18 | 25 | 178%
Carbonic acid

H,C0,—H*+HCO, 1666 | 1739 | 1827 | 1925 | 2004 | 15%
Bicarbonate

HCO, —H'+C0O,> 279 222 | 186 | 146 | 115 |-48%

Abbildung 1.2. Konzentrationen der Kohlenstoffspezies (CO,, HCO;3", CO;%, in pumol kg™"), pH-Werte
(Seawater Scale) und der Aragonit- und Kalzit-Sattigungszustand (€2) im Oberflichenwasser unter
glazialen, vorindustriellen und zwei zukiinftigen atmospharischen pCO, (in patm). Aus Fabry et al.
(2008).

11



1 Einleitung

1.1.2 Auswirkungen der Temperaturerh6hung auf die
Hydrographie der Meere

Die angenommene Temperaturerh6hung von 2-6 °C bis zum Jahr 2100 wird die hydro-
graphischen Bedingungen der Ozeane veridndern. Steigenden Wassertemperaturen werden
die Schichtung der ozeanischen Oberflachenschicht verstirken, was die Durchmischung
des warmen Oberflichenwassers mit kilterm Tiefenwasser abschwéichen und nach und
nach zu einer Verflachung der Thermokline fiihrt. Eine Folge davon konnte verringerte
Néhrstoffzufuhr aus Wasserkorpern unterhalb der Thermokline sein (Rost et al., 2008), da

die Nihrstoffkonzentration im Tiefenwasser um ein vielfaches hoher ist als im Oberflaichen-

wasser.
Today Year 2100
Temperature ’
SST +/- +++
Mixing O
Stratiﬁcation /
=]

Abbildung 1.3. Angenommene Verinderungen der Oberflichentemperatur der Ozeane (SST) als Folge
der globalen Erwdrmung und die Auswirkungen auf Stratifizierung, Nahrstoft- und Lichtverfiigbarkeit.
Aus Rost et al. (2008).

1.1.3 Auswirkungen der anthropogenen Klimaveranderung auf das
marine Okosystem

In verdffentlichten Experimenten wurden mogliche Konsequenzen der, in Abschnitt 1.1.1
und 1.1.2 beschriebenen, Verinderungen der chemischen und physikalischen Prozesse im
Ozean fiir Zoo- und Phytoplankonorganismen analysiert. Die temperaturbedingten Verdnde-
rungen iiben signifikanten Einfluss auf die Artenzusammensetzung mariner Okosysteme aus
(Sommer et al., 2007; De Senerpont Domis et al., 2007; Rose et al., 2009). Mit der struktu-
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rellen Anderungen der Artgemeinschaft, gehen zusitzlich physiologische Verinderungen
mancher Arten einher. So erschwert die Verringerung der CO3*-Konzentration kalkbilden-
den Organismen, z.B. Mollusken, Echinodermaten, Crustaceen und Korallen, den Aufbau
ihrer kalkhaltigen Strukturen, was zur Verringerung ihrer Fitness und damit Uberlebenschan-
ce fiihren kann (Fabry, 2008). Auch in der Gruppe der kalkbildenden Coccolithophoriden
(marine Mikroalgen), wurde der negative Effekt, den die Senkung der CO;* - Verfiigbarkeit
auf die Bildung biogenen Kalks hat, nachgewiesen (Zondervan et al., 2002).

Marine photoautotrophe Organismen scheinen jedoch hdufig von der Erhhung der CO,-
Konzentration zu profitieren und zeigen gesteigerte Photosyntheseraten (Riebesell, 2004).
Wiihrend der Photosynthese wird CO, vom Enzym RUBISCO (Ribulose-1,5-Bisphosphat
Karboxylase/Oxigenase) fixiert. Die Effektivitit dieses Enzyms CO, zu binden weist eine
hohe interspezifische Variabilitit auf (Badger et al., 1998). Die Spanne der Halbséttigungs-
konstanten (K;,) von RUBISCO reicht von .7-20 uM CO, in Rotalgen iiber 30-60 uM
CO; in der Gruppe der Chrysophyta bis hin zu Werten >100 uM CO,, die typisch sind
fiir Cyanobakterien (Badger et al., 1998). Typische marine CO,-Konzentrationen liegen
heutzutage zwischen 10 und 25 umol kg! (1 wmol L! entspricht -1 umol kg'!) und somit
hiufig unter dem K;;, Wert von RUBISCO (Riebesell, 2004).

Um die Unterséttigung des Enzyms auszugleichen, besitzen die Algen ein System zur Anrei-
cherung des internen CO, Pools, die so genannten Kohlenstoff-Konzentrations-Mechanismen
(englisch: Carbon Concentrating Mechanisms, CCM) (Badger et al., 1998). Sie bestehen
aus einer Vielzahl von Komponenten, deren Synthese und Aufrechterhaltung ihrer Funktion
Energie verbraucht. Da einige Phytoplanktongruppen unter heutigen CO,-Konzentrationen
Kohlenstoff-limitiert sind (sieche oben), hat die Erhéhung der pCO, in der Atmosphére zur
folge, dass die energieaufwendigen CCM teilweise deaktiviert werden konnen und somit
Energie frei wird, die in andere Stoffwechselprozesse geleitet werden kann (Raven, 1991).
Untersuchungen haben gezeigt, dass manche Makroalgen (Gao et al., 1993), Diatomeen
(Riebesell et al., 1993), sowie ganze Phytoplanktongemeinschaften (Riebesell et al., 2007)
ihrer Photosyntheseleistung unter erhohten CO,-Konzentrationen steigern, was jedoch nicht
von allen Studien bestitigt werden konnte (Kim et al., 2006; Egge et al., 2007). Der Effekt
erhohter CO,-Konzentrationen beschrinkt sich nicht nur auf die CO,-Fixierung, sondern
betrifft auch die Fixierung molekularen Stickstoffes (N;), wie Untersuchungen der Cya-
nobakteriengattung Trichodesmium sp. gezeigt haben. Diese Organismen steigerten ihre
Stickstoff-Fixierungsraten in Abhédngigkeit von der CO,-Konzentration (Levitan et al., 2007;
Hutchins et al., 2007; Barcelos e Ramos et al., 2007; Fu et al., 2008, 2007; Kranz et al.,
2009).
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1 Einleitung

Stickstoff Fixierung und ihre Bedeutung im marinen Nahrungsnetz

Die Primirproduktion mariner Okosystemen ist im Wesentlichen Stickstoff limitiert (Ho-
warth, 1988) und somit auf den Eintrag stickstoffhaltiger Verbindungen angewiesen. Ein
Grofteil dieser Nihrstoffe gelangt iiber die Fliisse oder die Atmosphére (Niederschldge) in
die Ozeane, ein weiterer Teil durch Diffusion oder Auftrieb iiber die Sprungschicht, welche
nihrstoffreiches Tiefenwasser vom nihrstoffarmen Oberflachenwasser trennt (s.h. Abschnitt
1.1.2). Zusammengenommen machen diese Quellen 50% des globalen Gesamteintrags aus
(Gruber and Galloway, 2008). Die anderen 50% gelangen iiber die Stickstoff Fixierung in
die Ozeane. (Gruber and Galloway, 2008).

Der Stickstoft wird von diazotrophen Cyanobakterien fixiert, welche durch den Besitz des
Enzymkomplexes der Nitrogenase in der Lage sind, den molekularen Stickstoff in orga-
nischen umzuwandeln. Somit konnen sie in stickstofflimitierten Gebieten zu wachsen, da
sie nicht, wie andere Phytoplankter, von den gelosten Stickstoffverbindungen abhingig
sind. Die am besten untersuchte Gattung ist Trichodesmium sp., die in tropischen und sup-
tropischen Meeren vorkommt (Capone et al., 1997) und dort fiir bis zu 50% der totalen
Stickstoff-Fixierung verantwortlich sein kann (Karl et al., 1997). Auch in der Ostsee treten
Cyanobakterien als wichtige Stickstofflieferanten auf, wobei Nodularia sp., Aphanizomenon
sp. und Anabaena sp. die wichtigsten Gattungen sind. Der Stickstoffeintrag dieser drei
Gattungen kann in der Ostsee im Sommer bis zu 50% des Gesamteintrags (434000 t a™!)
ausmachen (HELCOM, 2009).

Der fixierte Stickstoff gelangt iiber drei Wege in das Nahrungsnetz: durch Fral} (“sloppy
feeding”), Lyse absterbender Zellen (Hewson et al., 2004) oder Exudation geloster Stickstoff-
verbindungen (z.B. NH;*, Aminosduren) (Mulholland et al., 2004; Gilbert and Bronk, 1994;
Wannicke et al., 2009). Der Anteil exudierten Stickstoffs an der totalen Stickstoff Fixierung
kann zwischen 50 und 89% betragen (Gilbert and Bronk, 1994; Wannicke et al., 2009).
Sowohl die Primirproduktion nicht Stickstoff fixierender Algen als auch die Produktion
von Picoplanktonorganismen (heterotropher Bakterien und Protisten) wird hierdurch unter-
stiitzt. Freilandstudien haben gezeigt, dass 5-15% des fixierten Stickstoffs zum Picoplankton
transferiert werden (Ohlendieck et al., 2000, 2007). In einer Mesokosmos Studie gelangten
2-24% des fixierten Stickstoffs durch den Fral} von Picoplanktern in das Mesozooplankton
(Sommer et al., 2006), von wo es in hohere trophische Ebenen gelangen kann (Abb. 1.4).
Durch den Eintrag neuen Stickstoffs in das Nahrungsnetz nehmen diazotrophe Cyanobak-
terien eine wichtige Funktion bei Regulation der Produktivitit des von ithnen besiedelten

Lebensraums ein (Capone et al., 1997). Anderungen in den Stickstoff-Fixierungsraten die auf
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1 Einleitung

{ Fische }

l / { Zooplankton }
diazotrophe
Cyanobakterien
NH,*, DON
Bakterien

Abbildung 1.4. Stark schematisierter Verlauf des durch diazotrophe Cyanobakterien (griin) fixierten
Stickstoffes (grau) in andere trophische Ebenen des pelagischen Nahrungsnetzes. Die Pfeile zeigen die
Weitergabe des Stickstoffs in eine andere trophische Ebene an. DON: geloster organischer Stickstoff.
Erkldrung siehe Text.

die anthropogene Erhohung der CO,-Konzentration zuriickgehen, konnten fiir weitreichen-
de Veridnderungen in einem solchen (")kosystem fithren (Hutchins et al., 2007; Barcelos e
Ramos et al., 2007). Daher ist es erstrebenswert, eine Mogliche Verdnderung der Stickstoft-

Fixierungsraten aufgrund steigender CO,-Konzentrationen zu quantifizieren.

Die vorliegende Diplomarbeit untersucht den Effekt erhohter CO,-Konzentrationen auf
eine artifizielle Cyanobakteriengemeinschaft, bestehend aus Nodularia spumigena und
Aphanizomenon sp., sowie Picoplanktonorganismen (heterotrophe Bakterien, Synechococcus
sp., Picoeukaryoten). Dabei sollen beantwortet werden, ob 1.) die Stickstoff-Fixierungsraten
dieser Gemeinschaft mit erhohten CO,-Konzentrationen steigen werden, 2.) ob die Abgabe
des fixierten Stickstoffs von der Erhhung der CO,-Konzentration beeinflusst wird und 3.) in

wieweit die Weitergabe des fixierten Stickstoffs in die Picoplanktonfraktion verdndert wird.
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2 Material und Methoden

2.1 Algenkulturen und Medium

In dieser Arbeit wurden zwei typische Cyanobakterienarten der Ostsee verwendet: Nodu-
laria spumigena Mertens Stamm 9414 und Aphanizomenon sp. Kiitzing. Sie wurden der
Algenkultur des IOW entnommen. Beide Arten wurden in nitratfreiem BA™ Medium bei
einer Salinitidt von 9 herangezogen, um gentigend Biomasse fiir die Experimente zu erhalten.
Das BA” Medium stellte eine Mischung aus  ASN-IIT und 3 BG-11 Medium dar (fiir die
Mineralienkonzentrationen siche Tabelle 2.1).

Das Versuchswasser stammte aus der Ostsee (Kiistenstation Heiligendamm, Beprobung
Januar 2009). Es wurde mittels Peristaltikpumpe tiber GF/C Filter (Whatmann, nominelle
PorengroBe 1,2 um) filtriert. Diese Filtration schloss Grazer und Mikrophytoplankton aus,
so dass nur noch Bakterien und Picoeukaryoten zuriickblieben. Die Néhrstoffkonzentratio-
nen des Wassers lagen bei 0,6 umol Phosphat L' und 4,1 wmol Nitrat L. Der Salzgehalt
betrug 10,7. Zwei Tage vor Beginn eines Experiments wurden die Algen in Versuchswasser
umgesetzt, um Adaptation an dieses zu gewdhrleisten. Dazu wurden sie vorsichtig iiber 10

um Gaze gegeben und anschlieend in die neuen Kulturgefal3e gespiilt.

2.2 Versuchsaufbau

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Experimente durchgefiihrt. Zum einen das Langzeit-
Adaptations-Experiment (LAX), zu anderen das Kurzzeit-Inkubations-Experiment (KIX).
Ziel des LAX war es, den Effekt erhohter pCO, auf die N,— und C—Fixierungs— und die
Phosphataufnahmeraten der Cyanobakterien zu untersuchen. Es wurden zwei unabhéngige
Wiederholungen durchgefiihrt (LAX I und LAX II).

Das KIX hatte zum Ziel den Einfluss erhohter CO, Konzentrationen auf die heterotrophe
Bakterienfraktion zu studieren.

Die Experimente wurden in einer Klimakammer bei 18 °C durchgefiihrt. Die Batchkultu-

16



2 Material und Methoden

Tabelle 2.1. Ubersicht der Mineralienkonzentrationen des BA~ Mediums.

Mineral Konzentration [g LY
NaCl 8,3
MgCl, -6 H,O 0,6

KCl 0,16
K>HPO4 -3 H,O 0,032
MgSO4 7 HzO 1,21
CaCl, -2 H,O 0,184
Naj — Citrat 0,005
Fe-NH4—Citrat (17% Fe) 0,005
Na-EDTA 0,00076
NayCO;3 0,026
Trace Metal Mix A5 + Co 1,2 ml
Vitamin B12 0,000026

ren wurden mit Tageslicht Leuchtstoffrohren (Philips LUMILUX DELUXE DAYLIGHT
L18W/954) mit einer durchschnittlichen Einstrahlungsintensitit von 100 umol Photonen
m s7! beleuchtet. Der Tag/Nacht Rhythmus war ein Wechsel von 16 Stunden Tag und 8
Stunden Nacht. Die Licht-, Temperatur- und Salzgehaltsverhiltnisse entsprachen denen,
die typischerweise im Juli/August herrschen, wenn Cyanobakterienbliiten in der Ostsee
auftreten (Wasmund, 1997; Sivonen et al., 1989).

Tabelle 2.2. Ubersicht der Parameter, die im LAX und im KIX gemessen worden sind. Die fett gedruckten
Parameter wurden auch am Anfang der Inkubation genommen. Die kursiv gedruckten Parameter wurden
nur im KIX bestimmt.

Parameter
pH, Temperatur N,/CO, Fixierung
Zellzahlen Cyanobakterien Phosphataufnahme
Zellzahlen Bakterien NO;3 Aufnahme
Zellzahlen Picoalgen Thymidin/Leucin Aufnahme
Chlorophyll a Phosphatase Aktivitdt
Totaler Phosphor (TP) Glucosidase Aktivitdit

partikulires organisches Material (POC, PON)  Peptidase Aktivitdit
gelostes organisches Material (DOC, DON, DOP)
Nihrstoffe (NH;*, NO;3, NO,, PO4*)
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2.2.1 Langzeit-Adaptations-Experiment (LAX)

Sieben 2,3 L Glasflaschen (Schott) wurden zur Hilfte mit beliiftetem, GF/C filtriertem
Seewasser gefiillt. Die im Seewasser prdaadaptierten Algen wurden gemischt und in die
Flaschen gefiillt, so dass eine Endkonzentration von 5 pg Chl a L'! (LAX 1) bzw. 10 ug
Chl a L' (LAX II) erreicht wurde. AnschlieBend sind der Phosphatgehalt auf 2 wmol L
gebracht und die Flaschen bis zum Rand mit Versuchswasser aufgefiillt worden.

Es wurden die Startparameter zur Bestimmung des Anfangszustandes jeder Flasche im
Gradienten genommen (Tab. 2.2). Dafiir wurden 450 ml jeder 2 L Flasche in eine 1 L
Flasche gefiillt. Aus dieser wurden die Unterproben fiir die Messungen genommen (Abb.

??). Nach Abschluss der Probenahme wurden die Flaschen mit einem Teflon beschichtetem

2,3 L Schott Flaschen 1 L Schott Flaschen

E] E] B @ @ @ 450 mi Start-Beprobung
— JI000000
4— CO, Gradient 270 -780 patm

1

Inkubation 4 Tage

End-Beprobung

[jf][j%][jﬁ[j —> 10000000

Abbildung 2.1. Schematische Darstellung des Versuchsablaufs des LAX. Fiir eine genaue Beschreibung
des Ablaufes siehe Abschnitt 2.2.1.

Butylseptum und dem Schraubverschluss der Flasche gasdicht verschlossen. Der CO,
Gradient wurde erzeugt, in dem man durch eine Bohrung im Deckel CO, (99%) mit einer
gasdichten Spritze in die Flaschen injizierte. Die CO, Partialdriicke im Gradienten betrugen
270, 280, 380, 480, 580, 680 und 780 patm.

Nach der Injektion des CO, Gases wurden die Flaschen vier Tage bei 18 °C inkubiert.
Die optimale Inkubationszeit wurde durch einen Vorversuch bestimmt (Abb. 2.2). Nach

Ablauf der Inkubationszeit wurden die Flaschen nacheinander gedffnet und wiederum
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2 Material und Methoden

Proben fiir alle, in Tabelle 2.2 aufgelisteten Parameter genommen. Im Anschluss wurden die

Inkubationen fiir die N+C-Fixierungs- und P-Aufnahmeraten angesetzt.

B [&)] )]
2 L L

Einheiten [108 L]

w
L

0 1 2 3 4 5 6
Zeit [Tage]

Abbildung 2.2. Verlauf des Zellwachstums tiber fiinf Tage zur Bestimmung des Inkubationszeitraumes
der LAX. Fehlerbalken reprisentieren den Fehler der Methode (10%).

2.2.2 Kurzzeit-Inkubations-Experiment (KIX)

Das KIX wurde mit den verbliebenen Cyanobakterien aus LAX II durchgefiihrt. Eine Hilfte
der Algen wurde im KIX I, die andere im KIX II verwendet. Die Versuchsbedingungen
entsprachen denen des LAX. Einzig der CO, Gradient wies eine Abweichung. Er erstreckte
sich von 300-950 (Nitrataufnahme Experiment) und 250-930 patm (Stickstoff—Fixierungs
Experiment).

SNO;-Aufnahme-Experiment (KIX I)

Die Algen aus jeder Flasche wurden in 2,8 L Versuchswasser umgesetzt. Es wurden 500
ml fiir die Bestimmung der Startbedingungen abgenommen (Tab. 2.2). Mit den iibrigen 2,3
L wurden die Flaschen blasenfrei befiillt. Vor der CO, Injektion wurden '*C-NaHCOj; und
I’N-NaNO; Tracer dazugegeben (Details sieche Abschnitt 2.3.8). Die Inkubation fand fiir
vier Stunden im Klimaraum (18 °C) statt.

Um die fiddigen Cyanobakterien (> 3 um) von der einzelligen mikrobiellen Gemeinschaft (<

3 um) zu trennen, wurden die Proben fraktioniert. Fiir die POM Filter, die zur Bestimmung
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der Aufnahmeraten dienten, wurde 1 L Wasser iiber den Polykarbonatfilter (3 wm Porengro-
Be) filtriert und der Riickstand mit 0,2 um filtriertem Versuchswasser auf einen GF/F Filter
(nominelle PorengréBe 0,8 um) gespiilt. Das Filtrat wurde aufgefangen und iiber GF/F Filter
filtriert. Der Ablauf ist schematisch in Abbildung 2.3 dargestellt.

23L 3um 0,8 um GF/F
Ej > 3um Fraktion
- —-
1L Probe
0,8 um GF/F
< 3um Fraktion
1 L Filtrat e e

Abbildung 2.3. Schematischer Ablauf der Fraktionierung im KIX. Griine Symbole: > 3 um Fraktion,
orange Symbole: < 3 wm Fraktion.

15N,-Fixierungs-Experiment

Der Aufbau sowie die Fraktionierung entsprachen dem des Nitrat-Aufnahme-Experiments.
Vor der CO, Zugabe wurden die Flaschen mit '*C-NaHCOj; Tracer versetzt und gasdicht
verschlossen, um den pCO, Gradienten einzustellen. Nach der CO, Zugabe wurde in jede
Flasche N, Tracer injiziert.

Der weitere Ablauf entsprach dem des Nitrataufnahme-Experiments (Abschnitt 2.2.2).

2.3 Analytische Methoden

2.3.1 Bestimmung des Karbonatsystems

Fiir das Versuchswasser erfolgte eine exakte Bestimmung des Karbonatsystems durch Herrn

Schneider (Institut fiir Ostseeforschung, Warnemiinde). Dazu wurde der CO, Partialdruck
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mit einem nichtdisperiven Infrarot CO, / H,O Gas Analyser (LI 6262, LI-COR) bestimmt.
Die genaue Beschreibung der Methode ist in Krotzinger et al. (1996) zu finden. Die DIC
Konzentration wurde coulombmetrisch nach Johnson et al. (1993) bestimmt. Mit dem pCO,
und der DIC Konzentration wurde die totale Alkalinitiit (TA) errechnet (1730 umol kg™!)
und diente in allen Versuchen als Wert fiir die Berechnung der CO, Zugabe.

Der pH wurde vor der Zugabe des CO, gemessen (Knick Mikroprozessor pH Meter 761 mit
Typ SE 100 Glaselektrode).

Aus TA und pH wurden mit dem Programm "CO,Sys" (Lewis and Wallace, 1998) die
Parameter pCO, und DIC fiir das unbehandelte Versuchswasser und errechnet. Folgenden

Einstellungen wurden benutzt:

—

. Single input mode

2. Constants by Roy et. al

98]

4. The Kgso, by Dickson
5. pH on the total scale

Mit den pCO,, die im Gradienten erreicht werden sollten und der TA berechnete man den
DIC (geloster anorganischer Kohlenstoff) Gehalt des Wassers. Die Differenz zwischen der
DIC Konzentration des unbehandelten Wassers und der DIC Konzentration im Gradienten

stellte den ersten Teil der bendtigten CO, Stoffmenge dar.
ADIC = DICGrad‘ - chunbeh. (21)

Der zweite Teil war die Berechnung der CO, Konzentration im Headspace der Flaschen.

Die Beziehung lautet,

_ pCOZ * VOlHead
Mhews = 2.2)

wobei nye,q = CO, Konzentration im Headspace in L, pCO, = CO, Partialdruck in atm,

Volyeag = Volumen des Headspace in L, T = Temperatur in Kelvin, R = universelle Gaskon-
stante 8,314 I“(’:—’;{fl Diese Berechnung wurde fiir unbehandeltes Wasser und fiir alle Punkte

im Gradienten ausgefiihrt. Aus der Differenz

An = Npehandelt — Punbehandelt (23)

21



2 Material und Methoden

ergab sich die CO, Stoffmenge im Headspace. Die Summe aus An und ADIC war die
benotigte CO, Stoffmenge, die zum erreichen des gewiinschten pCO, nétig war. Eine

Ubersicht der Anfangsbedingungen der Versuche findet sich in Tabelle ??).

Tabelle 2.3. Startbedingungen des Karbonatsystems des LAX und des KIX. Die TA betrug in allen
Experimenten 1730 umol kg™! (siehe Text).

LAX Startbedingungen

pCO,[uatm] pH  DIC[umol kg™']

270 8,23 1609

280 8,20 1616

380 8,08 1647

480 7,99 1668

580 7,91 1684

680 7,85 1696

780 7,79 1707

KIX I Startbedingungen KIX II Startbedingungen

pCO,[uatm] pH  DIC[umol kg'] pCOz[patm] pH  DIC[umol kg'!]
300 8,18 1623 250 8,24 1606
310 8,16 1627 290 8,19 1620
420 8,04 1656 410 8,05 1654
560 7,92 1681 520 7,95 1675
710 7,83 1700 650 7,86 1693
820 7,77 1711 780 7,79 1707
950 7,71 1722 930 7,72 1720

2.3.2 Chlorophyll ¢ Bestimmung

Fiir die Bestimmung des Chlorophyll a (Chl @) Gehalts wurden die Proben GF/F filtriert und
bis zur Analyse bei -80°C gelagert.

Die Extraktion erfolgte mit 10 ml 96% Ethanol fiir mindestens drei Stunden in Dunkelheit bei
Raumtemperatur. Die Extrakte wurden mit einem Turner 10—AU-005 Fluorometer (Gamma
Analyse Technik GmbH, Bremerhafen) gemessen, mit 100 pl 1n Salzsdure angesiduert und
nach 30 Sekunden wieder gemessen (Anregungswellenlinge 450 nm, Messwellenlidnge 670
nm), um den Phaeopigmentgehalt zu errechnen zu konnen (Edler, 1979; JGOFS, 1993). Das
Fluorometer wurde mit reinem Chl a Standard (Sigma) kalibriert. Der Chlorophyll a— und
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der Phaeopigment—Gehalt wurden nach Formel 2.4 und 2.5 berechnet,

F 1
Chl L= = _(F,— F,)K,Vg— 2.4
alug L] F 1( ) EVP 2.4)

m

Ve
FnFy) — Fo) Kx—
F 1 [(FnFa) = Fol v

wobei F,, den Ansduerungskoeffizient (1,8902), F, die Fluoreszenz vor und F, die nach

Phaeo [ug L] = (2.5)

Ansiduerung darstellt. K, bezeichnet den linearen Kalibrierungsfaktor (1,2321), Vg das

Volumen des Extraktionsmittels in ml und Vp das Probenvolumen in ml.

2.3.3 Zellzahlbestimmung
Cyanobakterien

Fiir die Zdhlung der Cyanobakterien wurden 30 ml der Probe in Falcontubes gefiillt und mit
ca. 1 ml Lugolscher Losung fixiert. Bis zur Zdhlung lagerten die Proben im Dunkeln bei
Raumtemperatur. Fiir die Zahlung wurden 10 ml (LAX) oder 25 ml (KIX) Sedimenteations-
kammern tiber Nacht angesetzt. Die Zihlung erfolgte an einem inversen Mikroskop (ZEISS
Axiovert 100) bei 400—facher Vergroerung. Eine Einheit entsprach 25 pm Filamentlénge.

Die Zellcounts wurden mit der Formel

A 1000
Anzahl [Einheiten L] = ( Kamm“)( Yol ) (2.6)
AStreifen Z:Streifen
berechnet, wobei Axammer die Zdhlkammerfliche, Ageiren die Fldche eines Zihlstreifens,
Vol das Volumen des Sedimentationsturmes und Xgyifen die Summe der gezéhlten streifen

bezeichnet. Die Methode weist einen Fehler von 10% auf, wenn mindesten 400 Einheiten
gezidhlt worden sind (HELCOM, 1988).

Bakterien und Picoalgen

Die Bakterien- und Picoalgenabundanz wurden am Durchflusszytometer (FACS Calibur,
Becton Dickison) nach Gasol et al. (2004) bestimmt. Die Messungen wurden von Kirsten
Isensee durchgefiihrt (Institut fiir Ostseeforschung, Warnemiinde). Je 4 ml wurden mit 16
ul (Bakterien) bzw. 160 ul (Picoalgen) Glutardialdehyd (GDA) (4% v/v Endkonzentration)
fixiert. Bis zur Messung wurden die Proben bei -20°C(Bakterien) und -80°C(Picoalgen)
gelagert.
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0,4 ml der Bakterienprobe wurde mit SYBRGreenl (Molecular Probes) gefédrbt und mit 10
ul 1 um Beads versetzt (interner Standard). Die Messung erfolgte bei 19 ul min™! fiir 2 min.
Das Signal des Side Scatters (SSC) und der Griinfluorszenz (FL1) wurde verwendet, um die
Bakterien zu detektieren.

Fiir die Bestimmung der Algenzellzahl wurden 1 ml Probe mit 10 ul 1 um Beads versetzt.
Die Messung erfolgte fiir 10 min bei 49 ul min!. Rot (F2) und orange (F3) Fluoreszenz
dienten als Signal fiir Picoalgen.

Die gespeicherten Daten wurden mit der Software Win MDI ausgewertet.

2.3.4 anorganische Nahrstoffe

Fiir die Bestimmung der Néhrstoffe wurden 100 ml Wasser des POM Filtrats (gegliihte
GF/F Filter) in Polyethylenflaschen bei -20°C gelagert. Die Bestimmungen der Nihrstoft-
konzentrationen erfolgten mit Standardmethoden beschrieben in Grasshoff et al. (1983). Die
Nitrat/Nitrit-Messungen erfolgten an einem Autoanalyser (Evolution III, Alliance Instru-
ments). die Genauigkeit der Messung betriigt 0,02 umol L™ fiir und Nitrit und 0,1 wmol L!
fiir Nitrat. Es konnen Konzentrationen von 0-10 wmol Nitrit L' und 0—40 umol Nitrat L™!
sicher nachgewiesen werden.

Ammonium wurde mit der Indopehnolblau Methode, bestimmt. Dafiir wurden 2 x 10 ml
unfiltriertes Probenwasser in 20 ml Schnappdeckelgldschen pipettiert, die Reagenzien dazu
gegeben und die Proben bei Raumtemperatur im Dunkeln maximal 16 Stunden gelagert. Die
Messung erfolgte an einem Photospektrometer (PCSpectrometer, Lovibond) bei 630 nm.
Die Messgenauigkeit betridgt 0,1 pmol NH,* L. Die Messung ist in einem Bereich von
0-40 umol L™! linear.

Fiir die Phosphatbestimmung (geldstes anorganisches Phosphat, DIP) wurden 2 x 50 ml in
Erlenmeyerkolben gefiillt und mit 1 ml Mischreagenz (Molybdat—Antimon—Schwefelsdure—
Reagenz) und 0,5 ml Ascorbinsdure (8g auf 100ml) versetzt. Nach 20 Minuten erfolgte die
Messung mit einer 5 cm Kiivette am Spektrometer bei 885 nm (PCSpectrometer, Lovibond).
Die Messgenauigkeit der Methode betriigt + 0,02 wmol L' in einem Bereich von 0-28 umol
Lt

2.3.5 Totaler Phosphor, geldster organischer Phosphor

Die Bestimmung des totalen Phosphors (TP) und des geldsten organischen Phosphors (DOP)

wurden von Kirsten Isensee (Institut fiir Ostseeforschung, Warnemiinde) durchgefiihrt. Fiir
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die und Bestimmung des totalen und gelosten Phosphors wurden je Parameter 2 x 20 ml (TP
unfiltriert, DOP 0,2 um filtriert) in Rollrandglédser abgefiillt und bis zur Analyse bei -20°C
gelagert. Beide Proben wurden in der Mikrowelle (MWS Typ uprep—A) aufgeschlossen. Der
Aufschluss erfolgte nach Zugabe von Peroxodisulfat bei schrittweiser Temperaturerhhung
auf 180°C. Dabei wurde alle Phosphorkomponenten zu Phosphat oxidiert. Anschliefend
wurde die Phosphatkonzentration im Autoanalyser (Alliance Instruments, Evolution III)
bestimmt (Grasshoff et al., 1983). Die partikulidre organische Phosphatkonzentration wurde
wie folgt berechnet,

POP =TP — (DOP + DIP) 2.7)

wobei TP die totale Phosphatkonzentration, DOP die geloste organische Phosphatkonzen-
tration und DIN die geloste inorganische Phosphatkonzentration darstellen. Die im IOW

ermittelte Methodenprizision liegt bei 0,1 umol L.

2.3.6 geloster organischer Kohlenstoff, totaler geloster Stickstoff

Die Bestimmung der geloster organischer Kohlenstoff (DOC) und der totalen geldsten
Stickstoff (TDN) Konzentrationen wurden von Boris Koch (Alfred Wegener Institut, Bre-
merhafen) durchgefiihrt. Zwei Unterproben von 10 ml GF/F (gegliiht) filtriertem Wasser
wurden in geglithte Glasampullen gefiillt, verschwei3t und bei -20°Cgelagert. Die DOC
und TDN Konzentrationen wurden simultan mit der "high temperature catalytic oxidati-
on"(HTCO) Methode auf einem Shimazu TOC-VCPN Analyser bestimmt. 6 ml Probe
wurden im Autosampler mit 0,12 ml HCL (2 M) angeséuert und fiir fiinf Minuten mit
Sauerstoff begast (100 ml min™'), um anorganischen Kohlenstoff zu entfernen. 50 ul Probe
ist direkt auf den Katalysator gegeben worden (aufgeheizt auf 680 °C). Das entstandene
CO, wurde mit einem Infrarotdetektor gemessen. Das Detektionslimit lag bei 7 + 2 uM
C. Es wurde mit Wasser niedriger Kohlenstoffkonzentrationen und Seewasser Referenz
Material (DOC-CRM, Hansell Research Lab, University of Miami, US) bestimmt. Totaler
geloster Stickstoff wurde mit einem Chemilumineszenz Detektor (Gasfluss O: 0,6 L min!)
gemessen. Nach jeder sechsten Probe wurde ein Blank (MilliQ) und zwei Standards (Natri-
umhydrogenphtalat/Natriumnitrat) gemessen, um die Qualitdt der Messung zu kontrollieren.

Aus der TDN Konzentration wurde die DON Konzentration errechnet (Formel 2.8)

DON = TDN - DIN (2.8)
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2.3.7 Partikulares organisches Material

Fiir die Bestimmung des Kohlen- und Stickstoffgehalts (POC, PON) wurden 250 ml Probe
GF/F (gegliiht) filtriert. Die Filter wurden bis zur Messung bei -20 °C aufbewahrt. Die
Messung erfolgte an einem Elementaranalyser (Carlo Erba Flash EA 1118), der mit einem
IRMS (isotope ratio mass spectrometer, Delta +, Fa. Thermo Finnigan) iiber ein Conflo II

Interface gekoppelt war. Der Messvorgang ist detailliert Abschnitt 2.3.8 beschrieben.

2.3.8 Fixierungs— und Aufnahmeraten
Kohlenstoff-und Stickstoffaufnahme

Tabelle 2.4 fasst die verwendeten Mengen, Konzentrationen der Stamml6sungen und die
verwendeten Flaschenvolumina fiir die einzelnen Untersuchungen zusammen.

Die Inkubation fiir die Ratenmessung erfolgte in 320 ml Polykarbonatflaschen (LAX) oder
in 2,3 L Glasflaschen (KIX). Sobald die Inkubationsgefidf3e luftblasenfrei bis zum Rand
gefiillt waren, wurde der '*C—NaCOj; Tracer dazu gegeben. Die Endkonzentration lag bei
ca. 1% des DIC Gehalts. Im Nitrataufnahme—Experiment des KIX wurde zusitzlich noch
1N-NaNOj; hineinpipettiert (ca. 10% der NO;~ Konzentration).

Beide Tracerlosungen wurden bei 4°C aufbewahrt, um einen Dichteunterschied zwischen
dem Versuchswasser und der Losung herzustellen. Der Tracer sank nach Zugabe aufgrund
des Dichteunterschieds auf den Flaschenboden ab. Dies sollte verhindern, dass beim Schlie-
Ben der Flasche, Tracer verloren ging, da immer ein wenig tiberstehendes Wasser durch das
Auflegen des Septums verdriangt wurde.

Im Anschluss wurden die Flaschen luftdicht verschlossen und das N, Gas eingespritzt
(LAX, KIX II). Zur Beschleunigung der Einstellung des Gleichgewichts zwischen Tracer-
gas und gelostem Stickstoff, wurden die Inkubationsflaschen ca. 30 Sekunden vorsichtig
geschwenkt. Die Gleiche Prozedur wurde verwendet, das CO, Gas einzuspritzen.

Die Inkubation fand fiir vier Stunden in einem Klimaschrank (18 °C, 100 wmol Photonen
m~2 s7!) statt. Sie wurde durch Filtration iiber GF/F Filter beendet. Die Filter wurden bis
zur Analyse bei -20°C gelagert.

Bestimmung der POC/PON-Gehalte und der 5'3C/ 5'°N-Werte

Vor der Analyse wurden die Filter wurden iiber Nacht getrocknet und in Zinnschiffchen
verpackt. Die verpackten Proben werden zu Pellets gepresst und im Elementanalyser ver-

brannt. Sie fallen aus dem Autosampler, wo sie mit dem Tragergas Helium umspiilt werden,
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2 Material und Methoden

Tabelle 2.4. Ubersicht der eingesetzten Tracermengen aller Versuche. In Klammern ist die Konzentration
der Stammlosung und des Gases angegeben.

Tracer Experiment Tracer Flaschen
[ul] [ml]
SN, (98%) LAX 275 320
KIX II 1950 2300
13C-NaHCOs (100 mM, 99%) LAX 51,2 320
KIX I+11 357 2300
ISN-NaNOj3 (10 mM, 99%) KIX I 69,7 2300
3 100

in das Verbrennungsrohr. In diesem Moment wird das Heliumgas mit einem Puls Sauerstoff
angereichert, was, zusammen mit dem Zinn, die vorherrschende Temperatur von 1020°C
kurzzeitig auf 1800°Cerhoht (flash combustion).

Die organischen Verbindungen werden zu Gasen ( CO,, NOy, CO, H,0, SO,, im weite-
ren werden nur noch die C- und N- Verbindungen erwihnt) verbrannt im Reduktionsofen
(elementares Kupfer) bei 650°C quantitativ zu CO, und N, umgewandelt. Die Gase stro-
men durch eine Wasserfalle (Phosphorpentoxid, P,Os) und weiter in die beheizte (85 °C)
Gaschromatographiesdule (60cm, Fa. Hekatech), wo sie voneinander getrennt werden. Im
Conflo II Interface wird eine Unterprobe (ca. 1%) zusammen mit den Referenzgasen in die
Ionenquelle eingeleitet, wo sie ionisiert und beschleunigt werden. Im Magnetfeld werden
die Gase nach ihrem Masse—Ladungs—Verhiltnis aufgetrennt und treffen auf einen Detektor.
Die Umrechnung vom elektrischen Signal des Detektors in die 6-Werte und die C/N-Gehalte
der Proben erfolgt im angeschlossenen Computer.

Um das Signal der Proben quantifizieren zu konnen, wird eine Substanz, deren C- und
N-Gehalt genau bekannt ist, fiir eine Mehrpunktkalibrierung verwendet. In diesem Fall wird
Acetanilid (C¢Hy9NO, 71,09% C und 10,36% N) verwendet. Leere, gegliihte Filter, die in
Zinnschiffchen verpackt wurden, dienten als Blindwerte. Ihre C— und N—Gehalte werden
von denen der Proben abgezogen. Nach jeder fiinften Probe wird ein interner Laborstandard
(Pepton) gemessen. Die mittleren 6—Werte dieser Substanz betragen -22,12 %o fiir Koh-
lenstoff und 5,75 %o fiir Stickstoff. Anhand der Abweichungen vom Mittelwert wird ein
Korrekturfaktor berechnet, mit dem die gemessenen 6—Werte der Proben korrigiert werden.
Aus diesen Messungen ergibt sich eine mittlere Standardabweichung von 0,2 %o fiir diese

Messungen.
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Die Referenzgase und internen Laborstandards werden mit Standardsubstanzen der Interna-

tional Atomic Energy Agency (IAEA) kalibriert (Tab. 2.5). Fiir die Stickstoffisotopmessung

Tabelle 2.5. Ubersicht iiber IAEA und internen Laborstandards, die fiir die Bestimmung der 6 I5N und
6'3C Werte genutzt wurden. Nach (Coplen et al., 2002).

Standard 6N [%o] 613C [%o]
Internationale Standards

IAEA N1 (Ammonium Sulfat) 0,43 + 0,07

IAEA N2 (Ammonium Sulfat) 20,32 + 0,09

TAEA N3 (Kalium Nitrat) 4,69 + 0,09

TAEA C6 (Saccharose) -10,43 + 0,13

NBS22 (Ol -29,74 £ 0,12
Interne Laborstandards

Pepton 5,75 +0,2 -22,12 + 0,17

Acetanilid -1,7+0,2 -29,81 +£ 0,19

sind es die Standards IAEA N1, N2 und N3. Fiir die Kohlenstoffisotopmessung wird IAEA
C6 und NBS22 verwendet. Die IAEA Standards werden mit Substanzen kalibriert, deren 6—
Werte per Konvention auf 0 %o festgelegt worden sind. Die Referenzsubstanz fiir N, ist Luft
(Mariotti, 1983), die fiir Kohlenstoff ist "Pee-Dee-Belemnit", ein marines Kalksteinfossil
(Craig, 1957).

Berechnung der Fixierungs— und Aufnahmeraten

Zur Bestimmung der Stickstofffixierung und der Primérproduktion wurde die Berechnung
von Montoya et al. (1996), eingesetzt. Der Gesamtfehler fiir die Stickstofffixierung liegt bei
+ 6% (CV) fiir Proben hoher Fixierungsraten (Anreicherung > 10 %o). Fiir Proben niedriger
Fixierungsraten (Anreicherung < 10 %o) steigt er auf 9,3% (CV) an.

Das fiir die Berechnung der Primérproduktion genutzte Exceldokument, wurde fiir diesen
Versuch abgewandelt. Die Formel, die standardméfig den DIC Gehalt des Wassers in
Abhingigkeit des Salzgehaltes berechnet,

DIC = ((0,067 x§) —0,05) = 0,96 2.9

wobei S die Salinitét darstellt, wurde durch die DIC mit dem Programm CO,Sys errechneten
Gehalte ersetzt. Die Nitrataufnahme wurde nach den Formeln (4) und (8) aus Dugdale and
Wilkerson (1986) errechnet. Alle Raten wurden auf den POC Gehalt normiert.
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2.3.9 Phosphataufnahme und DIP Turnover

Alle Messungen und Berechnungen dieses Abschnitts wurden von Kirsten Isensee (Institut

fiir Ostseeforschung, Warnemiinde) durchgefiihrt.

Fiir die Messung der Phosphataufnahme wurden [**P]PO, (Hartmann Analytics) mit einer
spezifischen Aktivitdt von 111TBq mmol™! in einer Endkonzentration von 50pM zu 60 ml
Proben (in Duplikaten) gegeben. Fiir die Blanks wurde die Probe vor Zugabe des Tracers
mit 500ul Formaldehyd versetzt.

Wihrend der zweistiindigen Inkubation wurden in bestimmten Zeitabstinden (5, 15, 30, 60,
120 Minuten) 5 ml Unterproben genommen. Die Inkorporation des Tracers wurde durch
die Filtration iiber 0,2 wm Polykarbonatfilter gestoppt. Die Filter waren mit trigerfreiem
KH,PO* gewissert (Thingstad et al., 1993). Zusiitzlich wurde mit einem 3 pm Polykarbo-
natfilter gréBenfraktioniert.

Alle Filter wurden mit einem Fliissigkeits-Scintillisations-Zahler (TriCarb 1600 TR) gemes-
sen. Als Scintillisationscocktail wurde Lumasafe Plus (Packard) benutzt.

Aus der Steigung des Radioaktivitidtseinbaus in partikuldres Material als Funktion der
Inkubationszeit, wurde die [>*P]PO, Aufnahmerate errechnet (Ammermann, 1993). Die
Phosphataufnahme wurde aus der [>*P]PO, Aufnahme und der DIP Konzentration in jedem

Ansatz errechnet. DIP Turnoverzeiten wurden mit der Formel

t

berechnet. Es ist T die Turnoverzeit, t die Inkubationszeit und r die verbrauchte Fraktion des
zugefiigten [>*P]PO, (Thingstad et al., 1993).

2.3.10 Mikrobielle Parameter

Alle Messungen und Berechnungen dieses Abschnitts wurden von Mirko Lunau (Alfred
Wegener Institut, Bremerhafen) durchgefiihrt.

Hydrolytische Enzym Aktivitaten

Es wurden die Enzymaktivititen von 8 —Glucosidase, Phosphatase und Leucinaminopepti-
dase untersucht. Dies geschah mit Hilfe von 4-Methylumbelliferyl (MUF) und 7-Amino-4-
Methylcoumarin (AMC) gelabelten Substratanaloga (MUF-a—D-Glucosid, MUF-Phosphat
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und L-Leucin—AMC, SIGMA).

Fiir jedes Sustratanalogon wurde eine Zeit— und Konzentrationskinetik gemessen (Dauer:
30 min, Frequenz 3 min; Konzentrationen: 0,8, 1,5, 3,0, 7,5, 15,0, 30,0, 112,5, 225,0 uM
final; Anregungswellenldnge 335 nm, Emissionswellenldnge 460 nm). Der Fluoreszenzhin-
tergrund jeder Probe wurde iiber einen Blank ermittelt und abgezogen. Die Berechnung der
Umsatzraten erfolgte iiber eine Standardkonzentrationsreihe (Konzentrationen siehe oben)
von reinem MUF und AMC, welches in der Probe gel6st und simultan gemessen wurde.
Die Aufnahmeraten wurden als Funktion der Zeit aufgetragen. Ein hyperobler Fit wurde an
diese Daten angelegt (Hyperbola, Single Rectangular, 2 Parameter, Sigma Polt 10.0). Aus
der Regressionsgleichung wurden K;;, und V,,x bestimmt und daraus die Enzymeffizienzen
Vmax/Km berechnet.

Bakterielle Aktivitat

Leucin und Thymidin Aufnahmeraten wurden aus *[H]-Leucin—, sowie *[H]-Thymidin—
Einbau bestimmt. Es wurde dem Protokoll aus Simon and Azam (1989) und Fuhrman and
Azam (1982) gefolgt. Proben wurden in Triplikaten zu je 1,5 ml angelegt und zusammen mit
einem Blank bei 18°C fiir eine Stunde lang inkubiert. Die Endkonzentration der Isotopen
betrug jeweils 20 nM.

Die Inkubation wurde durch Zugabe von Borsdure gepuffertem Formaldehyd (final 4% w/v )
gestoppt. Nach 15 Minuten Fixierung wurden die Proben zentrifugiert (15.000 U/min, Rotor-
durchmesser 16 cm) und die Pellets in 5% eiskalter Trichloressigsdure resuspendiert. Danach
wurden die Proben abermals zentrifugiert. Die *[H]-Leucin Proben wurden dann mit 1,5 ml
80% Ethanol gewaschen und abermals zentrifugiert. Zum Schluss wurden alle Proben in 1,5
ml Scintillisationsfliissigkeit (UltimaGold) gelost und mit einem Fliissigscintillisationszdhler

(TYP) gemessen.

2.3.11 Statistische Auswertung

Um die Signifikanz des CO,-Effektes auf die abhiingigen Parameter festzustellen, wurden
Regressionsanalysen durchgefiihrt. Dabei wurde auf die Regressionsanalysefunktion von
Sigma Plot 10.0 zuriickgegriffen. Die jeweilige angewandte Regression ist im Ergebnisteil

vermerkt.
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3 Ergebnisse

3.1 Wachstum

Cyanobakterien Die POC spezifischen Wachstumsraten (ypoc)) des LAX I zeigten eine
hoch signifikante lineare Beziehung zum pCO, (P = 0,0016). Zwischen 270 und 780 patm
erhohte sich ppoc im mittel von 0,06 d!' auf 0,016 d! 3.1). Dies stellte eine Steigerung um
den Faktor 2,6 dar.
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Abbildung 3.1. POC spezifische Wachstumsrate des LAX. Die Regressionsgerade lautet: f = 0,0025 +
0,0002 * x, R? = 0,89, P = 0,0016. Fiir LAX I konnten keine Wachstumsraten berechnet werden, da sie
Zuordnung der Proben bei der Messung verloren ging.

heterotrophe Bakterien Die zellspezifische Wachstumsrate des LAX I stand in keinem
Zusammenhang zum pCO, (P > 0,05) und war immer negativ (=Sterberate). Die hochste
Sterberate wurde in den niedrigsten pCO, Ansiitzen gemessen (zwischen -0,27 und 0,3 d-!.

Abb. 3.2, A). Im 680 patm Ansatz wurde die niedrigste Sterberate des Gradienten gemessen
(-0,14 d'h).
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In LAX II waren die Wachstumsraten, im Gegensatz zu LAX I, positiv. Es konnte aber auch
keine Abhingigkeit vom pCO, festgestellt werden (P = 0,4364). Die Spanne reichte von
0,51 d'! im 270 patm Ansatz bis 0,67 d"! im 280 patm Ansatz. AuBer in 380 patm, lagen
alle anderen Wachstumsraten iiber 0,6 d! (Abb. 3.2, B).
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Abbildung 3.2. Zellspezifische Wachtumsrate y fiir LAX I (A) und LAX II (B). Es bestand kein signifi-
kanter linearer Zusammenhang zwischen pCO; und Bakterienzahl (P = 0,0642, bzw. P = 0,4364).

3.2 Kohlenstoff- und Stickstoffaufnahmeraten

LAX Im LAX konnte ein hoch signifikanter positiver Effekt erhohter pCO, sowohl auf
die CO,-Fixierung als auch auf die N,-Fixierung nachgewiesen werden. Abbildung 3.3
zeigt die auf POC normierten Kohlenstoft- und Sticksotff-Fixierungsraten des LAX. Die
CO,-Fixierungsraten des 780 patm erfuhren eine 1,9-fache Steigerung im Vergleich zum
270 patm Ansatz. Die aus der Regression errechneten mittleren Werte erhohten sich von
0,0043 auf 0,0082 umol C pro umol C h'!. Die Stickstoff Fixierung wurde stéirker stimuliert
und erhohte sich zwischen 270 und 780 patm um den Faktor 7,2. Die mittleren absoluten
Raten stiegen von 0,0082 auf 0,0592 nmol N pro umol C hl.

KIX > 3um Die CO,-Fixierungsraten des KIX zeigten eine signifikante Abhidngigkeit vom
pCO,. Zwischen 270 und 780 patm erhohten sich die Raten im KIX I um das 3-fache, im
KIX II um das 6-fache (Abb. 3.4, A und B). Die absoluten Raten betrugen zwischen 0,69
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Abbildung 3.3. POC normierte CO,- und N,-Fixierungsraten des LAX in Abhéngigkeit des pCO;. Die
Messpunkte stellen den Mittelwert aus 2 Messungen + Standardabweichung dar. Die Regressionsgerade
(schwarz) und die 95% Konfidenzintervalle (blau) werden gezeigt (A) CO,-Fixierungsraten. Die Regres-
sionsgleichung lautet: f = 0,0023 + 7,5930 -10% * x, R? = 0,73, P = 0,0001. (B) N,-Fixierungsraten. Die
Regressionsgleichung lautet: f = -0,0188 + 0,0001 * x, R%=0,79, P < 0,0001.

und 2,06 nmol C pro umol C h'! im KIX I. Im KIX II stiegen die Fixierungsraten von 0,39
auf 2,33 nmol C pro umol C h'! an (Abb. 3.4, B).

Die N,-Fixierung und NO; -Aufnahme wurden unterschiedlich stark stimuliert. Letztere

35 A 35 5
30 3.0 1
< 55 25
o O
5 ©
g g 2,0 20 A
ic 2
F. G 15 15 4
8 Q
g 104 1.0 4
£,
05 4 051 &
0.0 0.0

200 300 400 500 600 700 800 900 1000 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

pCO, [uatm] pCO, [uatm]

Abbildung 3.4. POC normierte CO,-Fixierungsraten der > 3 um Fraktion beider KIX Versuche. Die
Regressionsgerade (schwarz) und die 95% Konfidenzintervalle (blau) werden gezeigt. (A) KIX I. Die Re-
gressionsgerade lautet: f = -0,0429 + 0,0027 * x, R%=0,98,P <0,0001. (B) KIX II. Die Regressionsgerade
lautet: f = -0,6362 + 0,0038 * x, R = 0,98, P < 0,0001.
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verfiinfachte sich zwischen 270 und 780 patm von 8,4 auf 42,1 pmol N pro umol C h!
(Abb. 3.5, A). Die N,-Fixierung dagegen stieg im gleichen Bereich, von 2,3 auf 42,5 pmol
N pro umol C h'! um das 18-fache an (Abb. 3.5, B). Die Raten der Nitrat Aufnahme und N,

Fixierung lagen in der gleichen Gro3enordnung.
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Abbildung 3.5. POC normierte N;-Fixierungsraten und '>'NO3 -Aufnahmeraten der > 3 um Fraktion
des KIX. Die Regressionsgerade (schwarz) und die 95% Konfidenzintervalle (blau) werden gezeigt. (A)
NOj3 -Aufnahmeraten. Die Regressionsgerade lautet: f = -0,0429 + 0,0027 * x, R? =0,98, P < 0,0001.
(B) N,-Fixierungsraten. Die Regressionsgerade lautet: f = -0,6362 + 0,0038 * x, R2 =0,98, P < 0,0001.

KIX <3 pum Inder < 3 um Fraktion der KIX Versuche konnte die Steigerung der Raten am
besten mit einer logarithmischen Wachstumsfunktion beschrieben werden. In KIX I stiegen
die Fixierungsraten zwischen 270 und 780 patm im Mittel um das 2-fache an (von 0,53 auf
1,08 nmol C pro umol C h'!, Abb. 3.6, A). Die Steigerung des KIX II war fast identisch; sie
betrug das 2,2-fache. Die absoluten Werte besaflen nur % der Hohe der KIX I Raten (Abb.
3.6, B).

Die Nitrat Aufnahmeraten der < 3 um Fraktion In der lagen zwischen 25 und 30 pmol pro
umol C h'! (Tab. 3.1). Einzig der 420 patm Ansatz wies niedrigere Aufnahmeraten auf (13
pmol L' h'! pro umol C). Anders als in der > 3 wm Fraktion, wurde die Nitrat Aufnahme
nicht von pCO,; beeinflusst (P >> 0,05, lineare Regression).

Die 6"°N-Werte der < 3 pFraktion des KIX II, dienten als Messwert fiir die Aufnahme von
angereicherten Stickstoffkomponenten, die von der > 3 um Fraktion abgegeben worden

sind. Wie im Falle der NO; -Aufnahme, konnte kein signifikanter Zusammenhang zum
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Abbildung 3.6. POC normierte CO,-Fixierungsraten der < 3 um Fraktion beider KIX Versuche. Die
Regressionsgerade (schwarz) und die 95% Konfidenzintervalle (blau) werden gezeigt. Die Funktionen
beschreiben den logarithmischen Anstieg (Logarithm, 2 Parameter I, Sigmaplot 10.0).(A) KIX I. Der
Wert des 950 patm Ansatzes feht, da er unterhalb des Messbereiches des Massenspektrometers. Die
Regressionsgleichung lautet: f = -2,3884 + 0,5210 * In(x), R? = 0,83, P = 0,0111. (B) KIX II. Die
Regressionsgerade lautet: f = -1,0445 + 0,2201 * In(x), R? = 0,86, P = 0,0028.

pCO, festgestellt werden. Die §'>N-Werte betrugen im Mittel 5,34+1,83 %o. Die hochste
Anreicherung wurde im 930 patm Ansatz gemessen (8,69 %o), die niedrigste im 290 (4,08
%o0) (Tab. 3.1).

Tabelle 3.1. POC normierte NO; -Aufnahmeraten aus KIX I und 6'°N-Werte aus KIX IL.

KIX 1 KIX II

pCO» NOj3 -Aufnahmerate pCO, 6N Anreicherung
(natm) (pmol N pro umol C h!) (natm) (%0)

300 24.9 250 5,57

310 27,5 290 4,08

420 13,6 410 4,37

560 25,1 520 4,54

710 28,1 650 8,00

820 29,9 780 5,48

950 n.b. 930 8,69
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3.3 Phosphat Aufnahme

Aufnahmeraten Die POC normierten Phosphataufnahmeraten waren nicht vom pCO,
Abhingig (P > 0,05, lineare Regression). Die des LAX I lagen in allen Ansétzen unter denen
des LAX II. Im Mittel betrugen sie 0,115 + 0,033 nmol P pro umol C h!'. Die mittlere
Aufnahmerate des LAX II lag bei 0,157 + 0,027 nmol P pro umol C h'! (Tab. 3.2).

Tabelle 3.2. POC normierte P-Aufnahmeraten beider LAX Versuche. Werte in Klammern sind Standard-
abweichungen zweier Messungen. * nur ein Messwert.

LAXI LAX I
pCO, P-Aufnahme

(uatm) (nmol P pro umol C h!)
270 0,147 (0,004) 0,177 (0,006)
280 0,123 (0,022) 0,146 (0,029)
380 0,132%* 0,152 (0,001)
480 0,109 (0,014) 0,129 (0,004)
580 0,154 (0,009) 0,204 (0,046)
680 0,076 (0,006) 0,162 (0,004)
780 0,067 (0,011) 0,127 (0,018)
Mittelwert: 0,115 (0,033) 0,157 (0,027)

Turnover Der mittlere DIP Turnover der Planktongemeinschaft des LAX lag in 270 patm
bei 21,3 h und fiel auf 2,5 h im 780 patm Ansatz ab (Abb. 3.7). Innerhalb dieser pCO,-Spanne
wurde die DIP Umsatzzeit um den Faktor 9,4 beschleunigt.
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Abbildung 3.7. Mittlere DIP Turnoverzeiten beider LAX Versuche in Abhéngigkeit des pCO,. Die Funk-
tion beschreibt die exponentielle Abnahme der Turnoverzeit (Exponential Decay, Single, 2 Parameters,
Sigma Plot 10.0). Die Regressionsgleichung lautet: f = 67,9879 * ¢ 0:004*x R2 = (0,99, P < 0,0001.

3.4 Stochiometrie

C/N/P Verhéltnisse Die C/N Verhiltnisse beider LAX Versuche zeigten keine grofe
Variabilitdat im pCO, Gradienten. Im Mittel lagen sie bei 5,9 + 0,1 (LAX I) und 7,0 + 0,2
(LAX II). Innerhalb des Gradienten war ein leichter positiver Trend zu beobachten, der
jedoch nicht signifikant war. In LAX II stiegen die Verhéltnisse zwischen 270 und 680 patm
auch an, fielen aber im 780 patm Ansatz wieder ab (Tab. 3.3).

Die N/P und C/P Verhiltnisse stiegen innerhalb eines Versuchs proportional an. In LAX I
betrugen die mittleren Verhiltnisse ohne den 480 und 580 patm Ansatz 92,9+2,3 (C/P) und
15,8+0,4 (N/P), wobei die Werte der 480 und 580 patm Ansitze dariiber lagen (103,1 und
101,5; sowie 17,3 in beiden Fillen)(Tab. 3.3). Es bestand kein signifikanter Zusammenhang
mit dem pCO,.

Die C/P und N/P Verhiltnisse des LAX II lagen zwischen 270 bis 480 patm im Mittel bei
88,2+4,0 bzw. 12,6+0,6 und stiegen auf 105,4+2,7 bzw. 15,0+0,6 (Tab. 3.3). Das Verhiltnis
von POC oder PON Zuwachs zu POP Zuwachs (APOC/APOP, APOC/APOP) stieg im LAX
II signifikant an. Im Mittel wurde in 780 patm doppelt so viel PON wie POP gebildet, wie
in 270 patm (Abb. 3.8). Das APOC/APOP Verhiltnis stieg in der gleichen pCO, Spanne um
den Faktor 2,4 von (Abb. 3.8). Die APOC/APON Verhiltnisse zeigten keine Korrelation mit
dem pCO, (Daten nicht gezeigt).
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Tabelle 3.3. C/N/P Verhiltnisse am Ende der LAX Inkubation. Werte in Klammern sind Standardabwei-
chungen.
LAX I LAX II

pCO, CN CP NP CN C/P NP
(natm)

270 58 955 164 68 91,1 134
280 57 914 160 73 922 127
380 59 91,3 156 69 86,0 125
480 59 103,1 173 7,1 83,7 118
580 59 1015 173 7,1 102,8 14,5
680 59 91,0 155 72 1068 149
780 6,1 955 157 69 1079 15,6
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Abbildung 3.8. APOC/APOP und APON/APOP Verhiltnisse des LAX II. (O, — —) APOC/APOP. Die
Regressionsgleichung lautet: f = 9,8226 + 0,1085 * x, R? = 0,88, P = 0,0016. (¢,-). Die Regressionsglei-
chung lautet: f = 2,9720 + 0,0133 * x, R? = 0,87, P = 0,0020.

C/N Fixierungsverhaltnisse Die Verhiltnisse der C/N Fixierungsraten der LAX Versu-
che fielen im Mittel von 248 im 270 patm Ansatz auf 69 im 780 patm Ansatz (Abb. 22, A).
Dieser Trend ist schwach signifikant (P = 0,0342). Die C/NO; Fixierungsverhéltnisse der >
3 um Fraktion des KIX I zeigen dagegen keine signifikante Abhéngigkeit vom pCO, (Abb.
3.9, B) (P >> 0,05). Die niedrigsten Werte liegen bei ~2 (300 und 310 patm), der hochste
bei 6,4 (420 patm). Die tibrigen Werte schwanken zwischen 3 und 4 (560, 710, 820 patm).
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Abbildung 3.9. Gemittelte C/N Fixierungsverhiltnisse beider LAX Versuche und C/NOj3 Fixierungsver-
hiltnis der > 3 pm Fraktion des KIX I. (A) C/N Fixierungsverhiltnisse. Die Regressionsgerade lautet:
f =342,7170 - 0,3510 * x, R? = 0,63, P = 0,0342. (B) C/NOj; Fixierungsverhiltnis. Es bestand kein
signifikanter Zusammenhang zum pCO, (P = 0,6865). Der Wert des 910 patm Ansatz fehlt, da er unterhalb
der Messgrenze des Massenspektrometers lag.

3.5 DON/DOC Dynamik

Im CO,; Gradienten des ersten Durchlaufs stieg die DON Konzentration in den letzten drei
und im 280 patm Ansatz an (Abb. 3.10, A). Von 580 bis 780 patm stiegen die Konzentratio-
nen leicht an. Der Zuwachs dort betrug 1,77 + 0,89, 2,28 + 0,07 und 3,30 + 1,08 uM.

Im LAX II erhohte sich die DON Konzentration in 280 und 380 patm um 2,99 + 0,23 uM,
bzw. 1,39 + 0,28 uM (Abb. 3.10, B). Die iibrigen Anfangs- und Endwerte liegen innerhalb
ihrer Standardabweichungen.

Die DOC Werte folgen grob dem Verlauf der DON Werte. Der grofite Zuwachs in LAX
I wurde ebenfalls im 780 patm Ansatz gemessen (+595,2 + 186,0 uM) (Abb. 3.10, A). In
den iibrigen pCO, Ansitzen - Ausnahmen sind der 270 und 580 uAnsatz - schwankten die
Konzentrationen am Ende der Inkubation um 600 uM. Der Zuwachs betrug im Mittel ca.
200 uM (Abb. 3.10, A).

In der zweiten Wiederholung wurden nur in 280 und 380 patm eine deutliche Erhohung der
DON Konzentration gemessen (+4,06 + 0,40 und +1,34 + 0,34 uM). Eine Abnahme der
DON Konzentration wurde in 580 und 780 patm festgestellt. Dort sanken die Konzentratio-
nen um 3,36 + 2,67 und 5,52 + 1,27 uM.

Die DOC Konzentrationen erfithren in LAX II keine nennenswerte Verdnderungen. Sie

schwanken um 635 uM und nur im 780 patm Ansatz konnte eine Abnahme festgestellt
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Abbildung 3.10. Differenzen Ende-Start der DOC und DON Konzentrationen beider LAX Versuche (O)
LAX I, (@) LAX II. Werte oberhalb der Nullinie stellen Abgabe, Werte unterhalb Aufnahme dar. (A)
ADOC. (B) ADON.

werden. Sie betrug -90,5 + 36,06 uM (Abb. 3.10, B).

3.6 Bakterielle Aktivitat

Die Werte Leucinaufnahme (bakterielle Proteinproduktion, BPP) und der Thymidinaufnahme
(Zellteilung) waren durch hohe Standardabweichungen gekennzeichnet. In beiden KIX-
Versuchen verinderte sich weder die BPP noch die Zellteilung innerhalb des Gradienten
(Abb. 5.1 im Anhang). Auch zeigten sie keinen Korrelation mit anderen Messwerten (Daten
nicht gezeigt). Auch die Messung der Enzymeflizienzen ergab keinen pCO,-abhédngigen

Trend (Abb. 5.1 im Anhang) und korrelierten ebenfalls nicht mit anderen Parametern.
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4.1 Fehlerbetrachtung

Wihrend der Experimente kam es zu keinen Problemen, die die Aussagekraft der Daten
eingeschrinkt hitten. Wiahrend der Messung der Parameter kam es jedoch zu Unregelmifig-
keiten.

Die DON/DOC Konzentrationen wurden am Alfred Wegener Institut in Bremerhafen be-
stimmt. Trotz sto3sicherer Verpackung brachen einige Spitzen der Glasampullen ab, was
laut Boris Koch (AWI) eine potenzielle Kontaminationsquelle darstellte. Trotz der Beschadi-
gungen wurden alle Proben gemessen, aber die beschidigten Proben nicht gekennzeichnet.
Die Aussagekraft ist somit fiir diese Parameter eingeschrénkt.

Die Aggregation der Cyanobakterien erschwerte die mikroskopische Auszihlung, was sich
in den Ergebnissen widergespiegelt hat. Da sie bei der Dateninterpretation in keiner Weise
hilfreich waren, wurden sie nicht mit in die Ergebnisse aufgenommen.

Des Weiteren kam es wihrend der Messung der POC/PON Startwerte des LAX I zum Verlust
der Reihenfolge, so dass Daten, die auf Berechnungen der POC/PON Difterenz zwischen
Start und Ende der Inkubation beruhen, nur mit den POC/PON-Werten aus LAX II errechnet

wurden.

4.1.1 Der Einfluss erhohter CO,-Konzentrationen auf
Fixierungsraten und Wachstum filamentdser Cyanobakterien

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestétigen den positiven Effekt erhohter CO,-Konzentrationen
auf die N,- und CO,-Fixierung, die auch in neueren Studien fiir 7richodesmium sp. nachge-
wiesen worden sind. Des Weiteren konnte eine Stimulierung der NO;™-Aufnahme und eine
Beschleunigung des PO,*-Umsatzes nachgewiesen werden. Picoplankton und heterotrophe
Bakterien verdnderten unter hohen pCO, die Aufnahmeraten von Nitrat und gelsten Stick-
stoff Verbindungen nicht. Ein direkter Einfluss erhohter pCO, auf die Enzymaktivitit und
das Wachstum heterotropher Bakterien konnte nicht nachgewiesen werden.
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Erhohte N,- und CO,-Fixierungsraten konnten fiir eine typische Ostsee Cyanobakteri-
engemeinschaft nachgewiesen werden. Sie sind fiir 7richodesmium sp. bereits beschrieben
worden (Levitan et al., 2007; Hutchins et al., 2007; Barcelos e Ramos et al., 2007; Kranz
et al., 2009).

Die Ursache gesteigerter N,-Fixierungsraten wurde von Levitan et al. (2007) in der Umver-
teilung der zellinternen Energie erklirt. Die Autoren vermuteten, dass die Energie fiir die
Stickstoff-Fixierung (die Reduktion eines Mols N, zu NH4* erfordern 16 Mol ATP), aus
Einsparungen bei anderen Stoffwechselprozessen stammt. Barcelos e Ramos et al. (2007)
erweiterte diese Hypothese mit dem Vorschlag, dass der Energieiiberschuss, der fiir die
Stickstoff-Fixierung verwendet wird, aus Einsparungen bei der Synthese von Kohlenstoft-
Konzentrations-Mechanismen stammt. Kohlenstoff-Konzentrations-Mechanismen mariner
Algen (englisch fiir: Carbon Concentrating Mechanisms, im Folgenden als CCM abge-
kiirzt) erhohen die zellinterne DIC Konzentration und den pCO, in der Nihe des RUBIS-
CO (Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase/Oxigenase) Reaktionszentrums (Badger et al.,
1998). Dies ist notwendig, da typische CO, Konzentrationen im Meerwasser zwischen 10
und 25 umol kg™!' (Riebesell, 2004) betragen, was deutlich unter den Halbsittigungskonstan-
ten von RUBISCO fast aller Phytoplanktonarten liegt. Diese bewegen sich zwischen 20 und
> 150 wmol kg'! (Badger et al., 1998).

Die niedrige Affinitdt der RUBISCO, die besonders in Cyanobakterien (K;, > 100 pmol
kg!, Badger et al. (1998)) vorherrscht, wird durch die CCMs ausgeglichen. CCMs bestehen
aus einer Vielzahl von Komponenten, deren Synthese und Funktion Energie verbraucht.
Abbildung 4.1 gibt eine Ubersicht iiber die am CO,-Konzentrationsprozess beteiligten Bau-
steine in - und S-Cyanobakterien. Die Einteilung in @- und S-Cyanobakterien beruht auf
strukturellen Unterschieden der RUBISCO (Badger et al., 2002). Die hauptsichlich in Siif3-
und Brackwasser vorkommenden S-Cyanobakterien, zu denen auch Nodularia spumigena
und Trichodesmium erythraeum gehoren, besitzen jeweils ein DIC Transportsystem und ein
CO, Aufnahmesystem mehr, als a-Cyanobakterien (Abb. 4.1).

CCMs bestehen aus drei Hauptkomponenten. Dazu gehdren DIC Transporter, CO, Aufnah-
mesysteme und Carboxysomen. Die Versorgung der Zelle mit DIC iibernehmen Transporter,
die in der inneren Zellmembran oder in der Thylakoidmembran lokalisiert sind. Bisher
lassen sich drei HCO;™ Transporter, BCT1, SbtA, BicA und zwei CO, Aufnahmesysteme,
NDH-15 und NDH-14, unterscheiden (Abb. 4.2). Sie iibernehmen unterschiedliche Funktio-

nen innerhalb des Kohlenstoff-Konzentrations-Vorganges.
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Abbildung 4.1. Schematische Ubersicht iiber die Komponenten der CCM in a- und 8-Cyanobakterien. Ro-
sa: Carboxysomen; orange: DIC Transportsysteme; tiirkis: CO, Aufnahmesysteme; CA: Carboanhydrase.
Verindert nach Price et al. (2008).

Bikarbonat und CO, gelangen durch die duflere Zellmembran in die Peptidoglukanschicht.
CO, diffundiert weiter bis in das Zytosol, wo es vom NHD-15 und NDH-1,4 Aufnahmesystem
unter Verbrauch von NADPH oder Ferredoxin zu HCO;3;™ umgesetzt wird (Abb. 4.2). Die
Umwandlung des CO, in HCOj3 verhindert die Diffusion des CO, aus der Zelle heraus, da
so die CO,-Konzentration unter der Gleichgewichtskonzentration des externen Mediums
gehalten wird (Abb. 4.2).

Die geladenen HCO;3™ Molekiile werden von den Bikarbonattransportern iiber die innere
Plasma Membran geschleust. Dies geschieht entweder unter ATP Verbrauch (BCT1) oder
unter der Ausnutzung des elektrochemischen Gradienten von Na* Ionen (StbA, BicA) (Abb.
4.2). Man vermutet, dass diese Transporter von einem energiebediirftigen Na*/H" Antiport
System abhédngen (Badger et al., 2006). So werden HCO3~ Anreicherungsfaktoren von bis zu
1000 im Vergleich zum umgebenden Medium erreicht (Price et al., 2008). Das im Zytosol
gespeicherte HCO;™ gelangt wahrscheinlich durch Diffusion in die Carboxysomen, wo der
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GroBteil der cyanobakteriellen RUBISCO lokalisiert ist (Price et al., 2008). Eine Carboanhy-
drase (CA) im inneren des Carboxysoms wandelt HCO3™ zu CO, um, der einzigen Form des
Kohlenstoffs, die RUBISCO als Substrat annimmt.

Erhohte pCO, wiirden dieses hochkomplexe CCM System an vielen Stellen energetisch
entlasten. Zum einen wiirden die Energiekosten fiir die Proteinsynthese mancher DIC Trans-
port wegfallen, da die Diffusion von CO; in die Zelle steigen wiirde und somit weniger
HCOj;™ aktiv in die Zelle geschleust werden miisste. Zum anderen wiirden die geringeren
Transporterdichten zusitzlich die Energie einsparen, die fiir die Aufrechterhaltung ihrer

Funktion nétig wire.
Zusitzlich zu der Aussage, dass die N,- und CO,-Fixierungsraten der Cyanobakterien-

gemeinschaft durch Erhohung des pCO, stimuliert werden, zeigt der Vergleich der Ergeb-

nisse dieser Arbeit mit denen von Studien iiber Trichodesmium sp., dass die N. spumige-

HCO,
: co
Forin 7 2
T i Diffusion
| B &ufiere Merbran |
HCO;”  HCO;  Ha* HCO, Peptidoglylkan

Ma* Schicht
| : — [
| v ¥ : Plasma Membran |
LTP— . k 5
\L k TP hJ —— NADFH od. Fd
HCO,™ Crytosal
HCO, v
HCo,” HCO,
Thylakoid Membran |
BCTI SbtA BicA Lumen
K, =~15HCO, K, =2-5MHCOO, EE;{W-IUUHM NDH'14 NDH'13
| Traffic ATPase || Na* abbingige HCO, Transperter | | Zwei CO, Aufnahmesysteme |

Abbildung 4.2. Schematische Darstellung der Funktion der bisher identifizierten DIC Transporter (BCT1,
SbtA, BicA) und CO,-Aufnahmesysteme (NDH-13, NDH-14). Fd = reduziertes Ferredoxin. Erkldarung
siehe Text. Abgedndert nach Price et al. (2008).
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na/Aphanizomenon Gemeinschaft stirker von der pCO, Erhohung profitiert (Tab. 4.1). Die
N, Fixierungsraten von Trichodesmium erhohten sich um den Faktor 1,35 bis 3, die der V.
spumigena/Aphanizomenon sp. Gemeinschaft um 4,2 (Tab. 4.1).

Dies ist moglicherweise darauf zuriickzufiihren, dass die Brackwasserarten eine andere
CCM Ausstattung besitzen als Trichodesmium und deshalb die Energieeinsparung fiir N.
spumigena und Aphanizomenon sp. gro3er ist. So fehlt 7. erythraeum das StbA Transport-
und das Ndh-1; Aufnahmesystem (Tab. 4.2, Abb. 4.2 zur Orientierung). Diese Variation ist

Tabelle 4.1. Vergleich der relativen Steigerung der CO,- und N,- Fixierungsraten aus dem LAX Versuch
mit den Raten aus Studien tiber Trichodesmium sp. Die Faktoren beziehen sich auf Chl a normierte Raten,
um die Vergleichbarkeit zwischen den Studien zu gewihrleisten.

Steigerungsfaktor
pCO, Bereich N,—Fix. CO,-Fix. Spezies Quelle
(uatm)
380-850 3 - Trichodesmium (Barcelos e Ramos et al., 2007)
400-900 3 - Trichodesmium (Levitan et al., 2007)
380-750 1,35-2 1,3-1,4 Trichodesmium (Hutchins et al., 2007)
150-1000 1,4 1,4 Trichodesmium (Kranz et al., 2009)
270-780 472 1,6 N. spumigena und  diese Arbeit

Aphanizomenon sp.

moglicherweise auf die unterschiedliche DIC Verfiigbarkeit innerhalb der typischen Habitate
dieser Spezies zuriickzufiihren (Badger et al., 2006). Ozeanische Habitate weisen hohere
DIC Konzentrationen und geringere Schwankungen der Konzentrationen auf, als Sii3- oder
Brackswasserhabitate. Dies konnte in Trichodesmium zum Verlust des StbA Transtportsys-
tem und des Ndh-1; Aufnahmesystem gefiihrt haben, da diese Energie verbrauchen, welche
im stickstofflimitierten tropischen Ozean fiir die Stickstoff-Fixierung benotigt wird.

Zusitzlich zur unterschiedlichen CCM Ausstattung, konnte ein anderer Faktor bei N.

Tabelle 4.2. Ausstattung an DIC Transportern und CO, Aufnahmesystemen von N. spumigena und T.
erythraeum. - = nicht vorhanden, + = vorhanden. Nach (Price et al., 2008).

Spezies DIC Transporter
Bicarbonat CcO,
BCT1 SbtA BicA Ndh-1, Ndh-1;
Nodularia spumigena - + + + -
Trichodesmium erythraeum - - + + -

spumigena zur, im Vergleich mit Trichodesmium sp., stirkeren Stimulierung der Stickstoft-

Fixierung beitragen. N. spumigena besitzt, im Gegensatz zu Trichodesmium sp. spezielle
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Zellen, in denen die Enzyme fiir die Stickstoft Fixierung (Nitrogenase) lokalisiert sind,
die sogenannten Heterozysten. Diese Zellen zeichnen sich durch eine verdickte Zellwand
und das Fehlen des Photosystem II aus. Diese Differenzierungen dienen dem Schutz der
Nitrogenase vor Sauerstoff, der das Enzym irreversibel schidigt (Haselkorn and Buikema,
1992). Da beide Arten die Stickstoff-Fixierung nicht zeitlich von der Photosysnthese trennen,
sind die Stickstoff fixierenden Zellen dem Sauerstoft, der bei der Photosynthese entsteht,
ausgesetzt. Von Trichodesmium ist bekannt, dass die CO,-Fixierung am Zeitpunkt optimaler
N,-Fixierung herunter reguliert wird (Berman-Frank et al., 2001; Wannicke et al., 2009), um
so den O,-Partialdruck in der Nihe der N, fixierenden Zellen gering zu halten, dahingegen
nimmt N. spumigena keine solche Regulierung der Photosynthese vor (Wannicke et al.,
2009). Die Stickstoff Aufnahme (N,-Fixierung und NO; -Aufnahme) bei Cyanobakterien ist
eng mit der CO,-Fixierung gekoppelt (Haselkorn and Buikema, 1992; Flores et al., 2005).
Eine Herabregulierung der CO,-Fixierung in Trichodesmium konnten die N,-Fixierungs
beeintrichtigen und so teilweise die unterschiedliche starke Stimulation der CO,- und N,-
Fixierungsraten erkléren.

Da es bisher keine vergleichbaren Studien iiber Cyanobaktiengemeinschaften gibt, konnen
nur die Raten der unbehandelten Ansédtze mit bestehenden in situ Daten verglichen werden.
Ohlendieck et al. (2000) maBen in zwei aufeinanderfolgenden Jahren N,-Fixierungsraten
zwischen 0,53 und 6,48 umol N pro pug diazotrophen Chl a. Die Chl a normierten Raten
dieser Arbeit (Daten nicht gezeigt) lagen zwischen 0,077 und 0,113 umol N pro pg Chl
a und somit eine GroBenordnung niedriger als die der natiirlichen Planktongemeinschatft.
Diese Beobachtung konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass sich geloste N-Verbindungen
im Wasser befanden (NO;", NH,"). Die hohen CO,- zu N,-Fixierungsverhéltnisse (mittlere
Spanne im Gradienten zwischen 248 und 68, Abb. 3.9, A) sind ein Anzeichen dafiir, dass die
Cyanobakterien andere Stickstoff Komponenten (NH,*, NO5~, organische Stickstoffverbin-
dungen) aufgenommen haben, um ihren Stickstoffbedarf zu decken (Sorensson and Sahlsten,
1987). Bestitigt wird die Annahme durch das CO, zu NOs™ Fixierungsverhiltnis der > 3 pm
Fraktion des KIX I. Es lag zwischen ~2 und 6,4 (Abb. 3.9, B) und damit unterhalb des C/N
Verhiltnisses der Algen, welches im Durchschnitt 7,5 betrug.

Innerhalb der viertdgigen Inkubation wurde im LAX I in hoheren CO,-Ansitzen mehr DIP
aufgenommen als in niedrigen. Das bedeutet, dass die Phosphataufnahme durch erhohte
CO,-Konzentrationen stimuliert wird. Da die POC normierten Phosphataufnahmeraten am
Ende der Inkubation keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Ansitzen
zeigten, muss die verstirkte Aufnahme in den ersten Tagen der Inkubation stattgefunden

haben, was aufgrund des Versuchsaufbaus aber nicht gezeigt werden konnte. Der DIP-
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Umsatz beider LAX Versuche beschleunigte sich zwischen 270 und 780 patm im Mittel
um den Faktor 9,4. Die Steigerung der Fixierungsraten und Nihrstoffaufnahme resultierten
in erhohten Wachstumsraten der Gemeinschaft. Die aus dem POC Zuwachs errechneten
Wachstumsraten des LAX I stiegen von 0,05 d”! in 270 patm um das knapp 3-fache auf 0,14
d! in 780 patm. Friihere Studien erzielten #hnliche Ergebnisse. Levitan et al. (2007) konnte
eine 2-fache Erhohung beobachten, wihrend sie bei Barcelos e Ramos et al. (2007) um das
3-fache anstiegen. Geringere Anstiege wurden von Hutchins et al. (2007) beobachtet (Faktor
1,27-1,38). Kranz et al. (2009) fand keine signifikanten Unterschiede in den Wachstumsraten
zwischen verschiedenen pCOs,.

Zusitzlich zur Beschleunigung der Wachstumsrate stieg auch das APOC/APOP sowie
das APON/APOP Verhiltnis im CO,-Gradienten an. Das bedeutet, dass unter hohen CO,-
Konzentrationen mehr Kohlenstoff pro Mol Phosphat in die Zelle eingebaut wird. Sollten
sich die Ergebnisse des LAX I generalisieren lassen, wire die Cyanobakteriengemeinschaft
bei gleichbleibender Phosphatkonzentration in kiirzerer Zeit in der Lage, die gleiche Bio-
masse zu bilden, wie unter heutigen CO,-Konzentrationen.

Die Einordnung der Ergebnisse dieser Arbeit in die der bestehenden Studien ist schwierig,
da sich der Versuchsautbau vollig von dem der anderen Studien unterscheidet. Levitan
et al. (2007), Hutchins et al. (2007), Barcelos ¢ Ramos et al. (2007) und Kranz et al. (2009)
verwendeten Trichodesmium sp. aus dem Atlantik oder Pazifik als Untersuchungsobjekt und
benutzten axenische Monokulturen, wihrend hier nichtaxenische Co-Kulturen zweier Brack-
wasserarten untersucht worden sind. Es ist bekannt, dass natiirliche Bakterienpopulationen
das Wachstum der Diatomee Thalassiosira rotula, im Vergleich zu axenischen Kulturen,
stimulieren (Grossart and Simon, 2007). Ahnliche Interaktionen wiren auch zwischen Cya-
nobakterien und heterotrophen Bakterien moglich. Somit ist nicht ausgeschlossen, dass
in den nichtaxenischen Kulturen, zusétzliche zum CO,-Effekt, auch die interspezifischen
Prozesse zu der Erhohung der Fixierungsraten beigetragen haben kdnnten.

Die einzige Studie iiber N. spumigena (Czerny et al., 2009) beobachteten einen gegenteiligen
Effekt auf die N,-Fixierungs- und die Wachstumsraten einzelner, in Suspension gehalte-
ner N. spumigena Filamente. Sowohl die Wachstumsrate als auch die N,-Fixierungsrate
verringerten sich in hohen CO,-Konzentrationen. Die Autoren fiihren dieses Ergebnis auf
einen gestorten Stickstofftransport zwischen Heterozysten und vegetativen Zellen zuriick.
Der fixierte Stickstoff gelangt hauptsichlich durch Diffusion in den extrazelluliren Raum
zwischen Heterozysten und vegetativen Zellen. Von dort nehmen ihn die vegetativen Zellen
aktiv oder passiv auf (in Czerny et al. (2009)). Bei N. spumigena werden die basische

Aminosdure Arginin und die saure Glutaminsdure von den Heterozysten abgegeben. Die
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Aufnahme der beiden Aminosduren durch die vegetativen Zelle ist pH-abhingig, da nur
die Transporter nur ungeladene Molekiile aufnehmen konnen. Infolgedessen muss Argi-
nin in seiner deprotonierten und Glutaminsiure in seiner protonierten Form vorliegen, um
aufgenommen werden zu konnen. Die Versauerung des Wassers durch den Anstieg der
CO,-Konzentration wiirde dazu fiihren, dass die Aufnahme der basischen Aminosiure Argi-
nin erschwert wird und die Abgabe der Glutaminsiure ebenfalls negativ beeinflusst wird
(Czerny et al., 2009). Insgesamt fiihrt der niedrige pH-Wert zu einem Ungleichgewicht
des Heterozystenmetabolismus und damit auch zur Storung der Stickstoffversorgung der
vegetativen Zellen. Das Resultat sind sinkende N,-Fixierungs- und Wachstumsraten, was
die Entwicklung einer Cyanobakterienbliite verzogern konnte (Czerny et al., 2009). Ag-
gregation der Cyanobakterien, wie sie in dieser Diplomarbeit zu beobachten war, konnte,
durch die Bildung eines Mikroklimas (niedrige pH-Werte) inner- und auBerhalb der Aggre-
gate, die oben beschriebenen Effekte autheben (Czerny et al., 2009). Die Steigerung der
Fixierungs- und Wachstumsraten unterstiitzen diese Hypothese. Die Resultate von Czerny
et al. (2009) miissen folglich bei der Betrachtung der Konsequenzen, die steigenden CO,-

Konzentrationen fiir die Ostsee haben konnten, beriicksichtigt werden (s.h. Abbschnitt 4.2.1).

Da diese Arbeit meines Wissens die einzige ist, die den CO,-Effekt auf eine Cyanobakterien-
gemeinschaft der Ostsee untersucht hat, miissen Vergleiche mit zukiinftigen Arbeiten zeigen,
ob die hier beobachteten Effekte erhohter CO,-Konzentrationen auf die Fixierungsraten und

das Wachstum generellen Charakter haben.

4.1.2 Einfluss auf die Stéchiometrie der
Cyanobakteriengemeinschaft

Aus den C/N/P Verhiltnissen lédsst sich der Zustand einer Cyanobakterienbliite ablesen.
Typische C/N Verhiltnisse am Anfang einer Bliite betragen ~6, die mit Erreichen des Bio-
massemaximums auf 6,5 bis 7 ansteigen (Larsson et al., 2001; Walve and Larsson, 2007).
Nach dem Zusammenbruch der Bliite sinken sie wieder auf Werte unter 6 ab. Auch die C/P
und N/P Verhiltnisse folgen einer solchen Optimumkurve, die den zellinternen Phosphat-
mangel widerspiegeln, der am HOhepunkt einer auftritt (Larsson et al., 2001; Walve and
Larsson, 2007). Am Anfang der Bliite sind die C/P Verhiltnisse < 100, die N/P Verhiltnisse
betragen < 20 (Walve and Larsson, 2007). Unter Phosphatlimitierung am Ende der Bliite
erreichen die C/P Verhiltnisse Werte > 400, die N/P Verhiltnisse Werte > 50 (Walve and
Larsson, 2007).
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Die Stochiometrie der Cyanobakteriengemeinschaft wurde durch die Erhohung der CO,-
Partialdriicke in beiden LAX Versuchen unterschiedlich beeinflusst. Die C/N Verhiltnisse
blieben in beiden LAX Wiederholungen iiber den Gradienten hinweg sehr konstant (LAX I
5,9+0,1; LAX 11 7,0+0,2), wohingegen die C/P und N/P Verhiltnisse eine grolere Variabili-
tat aufweisen.

Stabile C/N Verhiltnisse bei wurden Trichodesmium sp. beobachtet und auf eine proportiona-
le Stimulierung von CO,- und N,-Fixierung zuriickgefiihrt (Hutchins et al., 2007; Barcelos e
Ramos et al., 2007; Kranz et al., 2009). Da im LAX der Hauptteil des Stickstoftbedarfs aus
der NO3 -Aufnahme und nicht aus der Stickstoff Fixierung gedeckt wurde (s.h oben), ist es
notwendig, diesen Parameter zu Erklidrung heranzuziehen und nicht die N,-Fixierungsraten.
Das Verhiltnis von CO,-Fixierung zu NO; -Aufnahme der totalen Fraktion aus KIX I zeigte
keinen signifikanten Anstieg im CO, Gradienten, sondern blieb mehr oder weniger Konstant.
Im Durchschnitt war das CO,/NO; -Fixierungsverhiltnis niedriger als das C/N Verhilt-
nis, was auf die Abgabe von Stickstoftfkomponenten durch die Cyanobakterien hindeutet
(Erkldrung s.h. Abschnitt 4.1.3). Nimmt man an, dass sich die Ergebnisse aus der Kurzzei-
tinkubation auch auf die Langzeitinkubation iibertragen lassen, wiirde es die konstanten C/N
Verhiltnisse erkliren.

Der Anstieg der C/P und N/P Verhiltnisse des LAX II im 580 und 780 patm Ansatz
gegeniiber den anderen Ansitze, konnte das beschleunigte Wachstum der Cyanobakterienge-
meinschaft widerspiegeln. Die DIP Konzentration dieser beiden Ansitze liegt unter 0,1 pmol
L', typische Werte einer fortgeschrittenen Bliite, bei der auch die C/P und N/P Verhiltnisse
zu steigen beginnen(Larsson et al., 2001; Walve and Larsson, 2007). Im Widerspruch dazu
stehen die erhohten C/P und N/P Verhiltnisse der 480 und 580 patm Ansitze des LAX I, die
hohere Werte aufwiesen als die der 680 und 780 patm Ansétze. Eine mogliche, wenn auch
sehr spekulative, Erklarung wire, dass trotz der niedrigeren CO,-Konzentrationen in diesen
Flaschen die Entwicklung aufgrund von unbekannten Faktoren schneller ablief als in den
Flaschen hoherer CO,-Partialdriicke.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Verhiltnisse von APOC/APOP und APON/APOP des LAX
II mit erhohten CO, Konzentrationen anstiegen. Das bedeutet, dass unter hohen CO,-
Konzentrationen mehr Kohlenstoft pro Mol Phosphat in die Zelle eingebaut wird. Nimmt
man an, dass das Wachstum diazotropher Cyanobakterien nicht durch Spurenelemente, wie
z.B. Eisen (Fe), limitiert ist, so ist die Hohe ihrer Produktivitit einzig vom Phosphatgehalt
abhingig. Sollten sich die Ergebnisse des LAX I generalisieren lassen, wiiren sie in der
Lage, bei gleichbleibender Phosphatkonzentration, unter erhthten CO,-Bedingungen mehr

Biomasse zu bilden.
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4.1.3 Einfluss erhohter CO,-Konzentrationen auf die
Picoplanktongemeinschaft

Nicht nur die Photosynthese filamentoser Cyanobakterien wird positiv von hohen CO,-
Konzentrationen beeinflusst, da auch in der < 3 um Fraktion beider KIX Versuche die
CO,-Fixierungsraten anstiegen. Die Daten konnten am besten mit einer logarithmischen
(natiirlicher Logarithmus In) Sattigungsfunktion beschrieben werden. Das deutet an, dass
sich die CO,-Konzentrationen der Séttigungskonzentration ndherten, die unter den gegebe-
nen Bedingungen fiir die maximale Photosyntheserate der Picoplanktonfraktion notwendig
war. Bestitigt werden die Ergebnisse von Fu et al. (2007) und Fu et al. (2008), die fiir
einzellige Cyanobakterien, wie z.B. Synechococcus oder Crocosphaera die Stimulation der
CO,-Fixierungsraten unter erhohten CO,-Konzentrationen nachweisen konnte. Synecho-
coccus war auch in dieser Arbeit in der < 3 um Fraktion, zusammen mit unbestimmten
Picoeukaryoten, priasent. Wie in Abschnitt 4.1.1 dargelegt, besitzen auch einzellige Cyano-
bakterien CCMs und profitieren somit von erhohten CO,-Bedingungen.

Die NO;3 -Aufnahme der < 3 um Fraktion war nicht vom CO, Partialdruck abhéngig. Dies
steht im Gegensatz zur Stimulierung der NO;™-Aufnahme in der > 3 um Fraktion, da die
CO;- und NO;"-Assimilation einzelliger und filamentoser Cyanobakterien nach den gleichen
Prinzipien abléduft (Flores et al., 2005). Auch eukaryotische Algen nehmen nach dhnlichen
Prinzipien NO;5™ auf (Fernandez and Galvan, 2007), so dass auch hier die gleichzeitige
Stimulierung der CO,-Fixierung und der NO; -Aufnahme zu erwarten gewesen wére. Eine
mogliche Erkldrung dieser Beobachtung konnte das im Wasser vorhandene NH,* liefern.
Algen (Fernandez and Galvan, 2007), Cyanobakterien (Flores et al., 2005) und Bakterien
Magasanik (1982) konnen sowohl NO;5™ als auch NH,;* aufnehmen. Im Gegensatz zu NH, ™,
muss NO;~ reduziert werden, damit es in den zellinternen Stickstoffkreislauf eingehen kann.
Diese Reduktion erfordert Energie, so dass bevorzugt NH,* aufgenommen wird. Wenn der
Grofteil des Sticksotffbedarfs iiber die NH,"-Aufnahme gedeckt worden ist, so ist wahr-
scheinlich, dass die NH4*-Aufnahmerate unter erhohten CO,-Konzentrationen anstieg, um
den Stickstoffbedarf der Organismen zu decken. Die Ergebnisse der NO5 -Aufnahmeraten
konnten somit die untergeordnete Rolle von NOj™ bei der Stickstoffversorgung der < 3 um
Fraktion widerspiegeln. Aufgrund fehlender Messungen der NH4*-Aufnahmeraten bleibt
dieser Erkldrung rein spekulativ.

Ein Charakteristikum filamentoser Cyanobakterien ist die Fahigkeit, fixierten Stickstoff und
Kohlenstoft in Form von organischen Verbindungen (DON: z.B. NH,*, Aminosiduren. DOC:
z.B. Aminosduren, Polysaccharide) abzugeben (Gilbert and Bronk, 1994; Mulholland et al.,
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2004; Wannicke et al., 2009). Diese organischen Niahrstoffe werden von Picoplanktonorga-
nismen aufgenommen. Zu diesen NutznieB3ern gehoren heterotrophe Bakterien (Amon and
Benner, 1996), die mit Phytoplankton um dieselben Verbindungen konkurrieren (Bronk et al.,
2007). Uber den ,,Microbial Loop*“gelangen die Nihrstoffe in hohere trophische Ebenen, wo
sie die Sekundérproduktion antreiben (Pomeroy et al., 2007).

Bis zu 50% des fixierten Stickstoffes konnen in die Picoplanktonfraktion gelangen (Garcia
et al., 2007), jedoch betragen typische Werte ~10% (Ohlendieck et al., 2000, 2007; Garcia
et al., 2007). Die Untersuchung der trophischen Weitergabe des fixierten Stickstoff (KIX II)
in die < 3 um Fraktion, ergab keinen Zusammenhang zwischen pCO, und Aufnahme der
angereicherten Stickstoff-Exsudate der > 3 um Fraktion.

Die Ergebnisse des Langzeit-Adaptations-Experiment zeigten gradientenunabhégige Schwan-
kungen der DOC und DON Konzentration, deren Aussagekraft jedoch von den hohen Stan-
dardabweichungen der Messungen beeintrichtigt ist. Engel et al. (2004) untersuchten in
Mesokosmen die DOC Dynamik einer Emiliana huxleyi Bliite und konnten ebenfalls keine
Korrelation zwischen DOC Konzentration und CO,-Partialdruck feststellen. Sie beobachte-
ten eine hohe zeitliche Variabilitit der Konzentrationen, welche sie auf eine enge Kopplung
zwischen DOC Abgabe und Aufnahme zuriickfiihrten. Die in LAX I beobachtete DOC
Akkumulation deutet an dass die Aktivitédt der heterotrophen Bakterien stark eingeschrinkt
war. Die negativen bakteriellen Wachstumsraten unterstiitzen diese Hypothese. Auch Engel
et al. (2004) fithrte Akkumulation von DOC in einigen Mesokosmen auf die Limitation der
heterotrophen Bakterienaktivitét zuriick.

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass auf kurzen Zeitskalen (4h) kein messba-
rer CO, Effekt in der Gemeinschaft der heterotrophen Bakterien auftritt. Weder die Effizienz
der untersuchten Exoenzyme, noch die bakterielle Proteinproduktion (BPP; Leucinauf-
nahme) oder die Zellteilung (Thymidinaufnahme) dnderten sich in Abhingigkeit der CO,
Partialdrucks. In Bezug auf die Exoenzyme besteht die Moglichkeit einer pH- und somit
auch pCO;-abhingigen Verdanderung der Effizienz, da jedes Enzym ein charakteristisches
und eng begrenztes pH-Optimum besitzt. Liegt der pH-Wert der Reaktion au3erhalb dieses
pH-Optimums, so verringert sich die Reaktionsgeschwindigkeit. Der Grund dafiir liegt in
einer pH-bedingten Verdnderung der Raumstruktur des Enzyms und in der pH-bedingten Ver-
dnderung der elektrischen Ladung der Seitengruppen der Aminoséduren im aktiven Zentrum
des Enzyms. Der pH-Wert kann in der Néhe eines Phytoplanktonaggregats in Abhédngigkeit
der Lichtintensitét (160pwmol Photonen mtsup-2 s”!, Dunkelheit) in 30 Minuten um bis zu 1,5
Einheiten schwanken (Ploug, 2008). Diese pH-Schwankung iibersteigt den pH-Gradienten
der KIX Versuche um mehr als das 3-fache. Da die Methode die mittlere Aktivitit aller
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vorhandenen Exoenzyme einer Klasse (hier: Leucinaminopeptidase, S-Glucosidase, Phos-
phatase) misst, deuten die Ergebnisse an, dass die,,Enzympopulation‘‘im Mittel an solche
Schwankungen anpasst ist und eine Erhohung der CO, Konzentration keinen Einfluss auf
ithr Funktion nehmen wird. Bestitigt wird diese Annahme durch Arbeiten von Grossart et al.
(2006) und Allgaier et al. (2008). Auch sie konnten keinen direkten CO, Effekt auf die bak-
terielle Enzymaktivitit messen. Auch die bakterielle Proteinproduktion und die Zellteilung
waren nicht direkt von der CO, Konzentration abhingig, was ebenfalls den Ergebnissen von
Grossart et al. (2006); Allgaier et al. (2008) bestétigt wird.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass sich die Erhohung der CO,-Konzentrationen star-
ken Einfluss auf die Fixierungsraten einer ostseesytpischen Cyanobakteriengemeinschaft
ausgewirkt hat. Die N,-Fixierungs- und NO3 -Aufnahmeraten, sowie die CO,-Fixierungsrate
der filamentdsen Cyanobakterien stiegen unter erhohten CO,-Konzentrationen signifikant
an. Die Ergebnisse deuten zudem an, dass sich die Phosphat-Umsatzzeit unter zukiinftigen
CO,-Partialdriicken stark beschleunigen wird und die Phosphatnutzung effektiver wird. Im
Gegensatz zu den filamentosen Cyanobakterien scheinen die Prozesse in der Picoplankton-
fraktion nicht stark von der CO,-Konzentration abhéingig zu sein. Im Folgenden werden die

Ergebnisse in Zusammenhang mit dem Klimawandel der Ostsee gebracht.

4.2 Schlussbetrachtung

4.2.1 Bedeutung fiir die Ostsee

In diesem Abschnitt werden die Laborergebnisse auf das Okosystem der Ostsee iibertragen
und eine Mogliche zukiinftige Entwicklung diskutiert. Die Aussagekraft des Gedanken-
experiments unterliegt starken Einschriankungen, da die Ergebnisse der Experimente und
des BALTEX Projektes, das den Klimawandel in der Ostsee untersuchte , starke Unsicher-
heiten aufweisen. Diese Unsicherheiten resultieren aus dem mangelnden Versténdnis der
Interaktionen zwischen den physikalisch-chemischen und biologischen Komponenten eines
Okosystems. Der folgende Abschnitt ist deshalb rein spekulativ.

Der CO,-Partialdruck der Ostsee weist eine hohe Variabilitdt im Jahresgang auf. Im Winter
stehen die CO,-Konzentrationen der Wassersdule mit den atmosphirischen im Gleichge-
wicht oder sind leichte erhoht (Ubersittigung), da die Durchmischung des Wasserkorpers
durch den Wellengang gewéhrleistet und biologische Aktivitdt minimal ist. Niedrige Tempe-

raturen und Einstrahlungsintensitéten limitieren die biologische Prozesse (CO,-Fixierung,
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Remineralisierung), die den CO,-Partialdruck beeinflussen. Der Partialdruck im Golf von
Finnland und dem Gotlandbecken kann aufgrund der Ubersittigung zwischen 100-150 patm
iiber dem der Atmosphire liegen. Das entspricht einer Ubersittigung von 30%. Im Friih-
jahr heben steigenden Einstrahlungsintensititen die Lichtlimitierung des Phytoplanktons
auf und erhohen die Wassertemperatur. Die steigende photosynthetische Aktivitit dieser
Organismen und die Erwdarmung des Wasserkorpers senkt den CO,-Partialdruck. Der CO,
Partialdruck féllt bis Mai, im Gotlandbecken und im Golf von Finnland, um 300-350 patm
auf ~150 patm ab (Schneider et al., 2006). Dies entspricht ~60% des Ausgangswertes. Im
Juli steigt er leicht auf etwa 200 patm an. Tritt eine Cyanobakterienbliite auf, so wird der
CO,-Partialdruck nochmals um einige 10 patm erniedrigt (es konnen Werte von 100 patm
auftreten (Schneider et al., 2006). Ab September beginnt der CO,-Partialdruck aufgrund
fallender Wassertemperatur und verringerter Photosynthese wieder an zu steigen, bis ein
Gleichgewicht mit der Atmosphire erreicht is.

Die Hohe des im Sommer vorherrschenden CO,-Partialdrucks im Wasser ist stark von
der Kohlenstoff-Fixierung der Friihjahrsbliite abhéngig. Wie oben dargestellt féllt der CO,-
Partialdruck aufgrund der Kohlenstoff-Fixierung der Friihjahrsbliite auf 60% seines Aus-
gangswertes. Studien, die den Effekt erhohter CO,-Konzentrationen auf die Photosynthese
natiirlicher Phytoplanktongemeinschaften untersucht haben, konnten in manchen Fillen
(Riebesell et al., 2007; Tortell et al., 2000; Kim et al., 2006; Rose et al., 2009) eine Steige-
rung der Kohlenstoff-Fixierung um ~40% beobachten. In andere Studien dnderte sich die
Kohlenstoft-Aufnahme durch das Phytoplankton nicht (Egge et al., 2007; Tortell et al., 2002).
Dies zeigt, dass neben der CO,-Konzentration andere Faktoren den tatsdchlichen Effekt auf
die Steigerung der netto Kohlenstoffaufnahme einer Phytoplanktongemeinschaft bestimmen.
Ein solcher Faktor ist die Zusammensetzung der Phytoplanktongemeinschaft. Rost et al.
(2003) untersuchten die Effizienz und die Fahigkeit zur Regulation der Kohlenstoffaufnahme
bliitenformender Phytoplanktonarten in Relation zur CO,- Verfiigbarkeit. Die untersuchten
Organismen waren Vertreter drei wichtiger mariner Phytoplanktongruppen: Diatomeen (Ske-
letonema costatum), Flagellaten (Phaeocystis globosa) und Coccolithophoriden (Emiliana
huxleyi). S. costatum zeigte ein hocheflizientes und regulierbares Kohlenstoffautnahmesysten,
wahrend es bei P. globosa hoch effizient aber nicht regulierbar war. Das Kohlenstoffaufnah-
mesystem von E. huxleyi war ineffizient und nicht regulierbar. Die Autoren schlossen daraus,
dass die Erhohung der CO,-Konzentration zu Veridnderungen in der Phytoplanktonsukzessi-
on und -Verteilung fithren konnte. Ob und in welcher Hohe der zukiinftige CO,-Partialdruck

durch die Friihjahrsbliite gesenkt wird, hingt also davon ab, welche Spezies die dominante
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ist.

Die Erhohung der CO,-Konzentration allein konnte somit die Zusammensetzung der Phy-
toplanktongemeinschaft dndern. Ein weiterer regulierender Faktor ist die Temperatur. Die
Autoren des ,,Assessment of Climate Change for the Baltic Sea Basin“(Graham et al., 2008)
gehen fiir die Ostsee von einer durchschnittlichen Temperaturerhohung um 3-5°C aus. Mil-
dere Winter hitten Einfluss auf die Spezieskomposition der Friihjahrsbliite. Diatomeen
wiirden ihre Dominanz verlieren und durch Dinoflagellaten ersetzt werden (Dippner et al.,
2008). Rose et al. (2009) untersuchten die nordatlantische Friihjahrsbliite und konnten eine
Zunahme der Biomasse um ~40% unter Treibhausbedingungen (16°C, 690 patm) beob-
achten. Nimmt man fiir dieses Gedankenexperiment an, dass sich die Ergebnisse dieser
Studie auf die Ostsee iibertragen lassen, kann ein Jahresgang des CO,-Partialdrucks des Jahr
2100 simuliert werden. In der Betrachtung wird angenommen, dass die Nihrstoftverfiig-
barkeit nicht beeinflusst wird. Verdnderungen der hydrographischen Bedingungen, die die
Nihrstoffverfiigbarkeit der euphotischen Zone verschlechtern wiirden, werden auch fiir die
Ostsee angenommen Graham et al. (2008). Andere Faktoren, wie z.B. erhohte Niederschlige
und der damit verbundenen erhohte Flusseintrag, konnten diesen Effekt ausgleichen. Da
der absolute Effekt aber noch nicht quantifiziert werden kann, wird er in der folgenden
Betrachtung nicht beriicksichtigt. Als Beispiel soll der Golf von Finnland dienen. Die Daten
sind Schneider et al. (2006) (S. 241, Abb. 2 Western Gulf of Finnland) entnommen worden.
Der CO,-Partialdruck wird durch die Temperaturerh6hung und die CO,-Assimilation des
Phytoplanktons um ~60% verringert. Fiir die Regionen des westlichen Golf von Finnland
wiirde es ein Abfall von ~975 patm (750 patm atmosphérische CO,-Konzentration + 30%
Ubersittigung. s.h. oben) auf 590 patm bedeuten. Da die Primérproduktion der Friihjahrs-
bliite aber um ~40% erhoht ist, wiirde es zu einer weiteren Senkung des pCO; von 590 auf
~420 patm kommen. Cyanobakterienbliiten wéren diesem CO;-Partialdruck und nicht dem
atmosphérischen ausgesetzt (Abb. 4.3). Laut den Ergebnissen dieser Arbeit wiirde sich die
Stickstoff Fixierung unter diesen Bedingungen fast verdreifachen (2,8-fache Steigerung).
Aufgrund der verringerten P-Umsatzzeiten (Verdopplung unter 420patm) wiirde die Entwick-
lungszeit einer Bliite beschleunigt. Der erhohte Stickstoffeintrag und die Beschleunigung
der Bliite beeinflusst auch die Zusammensetzung und Produktivitét der Picoplanktonorganis-
men. So profitiert z.B. Synechococcus sp. von den organischen Nihrstoffausscheidungen
in Cyanobakterienbliiten (Ohlendieck et al., 2000). Sollte die DON Abgabe der Cyanobak-
terien im Zuge des Klimawandels steigen, was in der vorliegenden Arbeit nicht bewiesen
werden konnte, so wird es strukturelle Verdnderungen in der Gemeinschaft des “Microbial

Loop“geben, die denen der Phytoplanktongemeinschaft dhnlich sind (Allgaier et al., 2008).
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Abbildung 4.3. Vergleich der CO,-Jahresginge im Golf von Finnland unter heutigen atmosphérischen
CO,-Konzentratioen (organge) und unter fiir das Jahr 2100 vorhergesagten (rot). Das griine Rechteck
stellt die Zeitspanne dar, in der typischerweise Cyanbakterienbliiten in der Ostsee auftreten. Erkldrung
siehe Text.

Ob sich der erhohte Eintrag des fixierten Stickstoffs auch auf das DIN/DIP Verhiltnis der
Ostsee auswirken konnte, ist ungewiss, da die Nihrstoffkonzentrationen in der Ostsee von
mehreren Faktoren (z.B. Wassertemperatur, Hohe der Flusseintridge, Denitrifizierungsraten,
Hohe der Exportproduktion) bestimmt wird, die in einem komplexen Zusammenhang mit-
einander stehen und deren Verdnderungen aufgrund des Klimawandel noch nicht absehbar
sind.

Die Ergebnisse von Czerny et al. (2009) (Abschnitt 4.1.1) wiirden eine andere Entwicklung
bedingen. Die verzogerte Entwicklung von Cyanobakterienbliite oder die Verdrangung durch
andere, nicht Stickstoff fixierenden Spezies, konnten die Folge sein. Damit wiirde sich der
Stickstoffeintrag der Cyanobakterien, der heutzutage ~50% des Gesamteintrages ausmacht
(HELCOM, 2009), stark verringern. Mogliche Folgen wiren erhohte DIN/DIP Verhiltnisse,

die das Wachstum anderer Phytoplanktongruppen favorisieren wiirden. Gleichzeitig wiirde
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die Menge an verfiigbarem Stickstoff sinken, was die jdhrliche Priméirproduktion der Ostsee

senken wiirde.

Nicht nur anthropogene Einfliisse auf das Okosystem haben das Potential, die CO,-Konzentration
im Wasser zu erhohen. Ein natiirlicher Prozess ist der Auftrieb von Tiefenwasser. Auftriebs-
wasser kommt aus Tiefen unterhalb der durchmischten Schicht und ist gegeniiber dem
Oberflichenwasser mit CO, angereichert, da Remineralisierungsprozesse unterhalb der
euphotischen Zone das fixierte CO, wieder in gasformiges CO, umwandeln und so die DIC
Konzentrationen erhohen. In der Ostsee konnen die CO,-Partialdriicke im Tiefenwasser
zwischen ~380 und 500 patm liegen (Schneider et al., 2002). Weiter Charakteristika dieses
Wassers sind die erhohten Nihrstoftkonzentrationen und die niedrige Temperatur, wobei fiir
die Ostsee meist nur die Phosphatkonzentraion erhoht ist (Vahtera et al., 2005; Nausch et al.,
2009), da Nitrat durch Denitrifizierung aus dem Tiefenwasser entfernt wird. Der Phospha-
teintrag und die Erhohung der CO,-Konzentration konnten besonders Cyanobakterien zu
Gute kommen, da sie nicht auf geldste anorganische Stickstoffverbindungen angewiesen
sind. Untersuchungen zeigten jedoch, dass Cyanobakterien erst nach mehreren Tagen vom
Auftrieb profitieren (Vahtera et al., 2005; Nausch et al., 2009), weil das Ereignis ungiins-
tige Bedingungen fiir diese Organismen schafft (Temperatursenkung, Durchmischung des
Wasserkorpers). Nach fiinf Tagen wurde eine leichte Erhohung der Primérproduktion in
der Auftriebszone festgestellt. Dieser Zeitraum ist lang genug, um den CO, Partialdruck
auf atmosphérisches Niveau zu bringen. Somit ist die Erh6hung der CO,-Konzentration
durch Auftriebsereignisse wahrscheinlich minimal und die Steigerung der Primérproduktion

hauptsichlich auf die gesteigerte Phosphatverfiigbarkeit zuriickzufiihren.

4.2.2 Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war es, den Effekt, den die zukiinftige Erhohung der atmosphirischen CO,-
Konzentration auf die N,-Fixierungsraten einer typischen Cyanobakteriengemeinschaft
der Ostsee haben konnte, zu quantifizieren. Zusitzlich wurde die Weitergabe des fixierten
molekularen Stickstoffes im mikrobiellen Nahrungsnetz untersucht.

Die Untersuchung basierte auf zwei Laborexperimenten, in denen die Aufnahmeraten von
N,, NO3", CO, und PO, mit Hilfe stabiler und radioaktiver Isotope gemessen wurden. Die
POC normierten N,- und die CO,-Fixierungsraten der filamentosen Cyanobakterien wurden
durch die Erh6hung der CO,-Konzentration von 270 auf 780 patm um das 7,2 bzw. 1,9-fache

gesteigert. Auch die Phosphat-Umsatzzeit fiel unter hohen CO,-Konzentrationen ab, so dass
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4 Diskussion

es, zwischen 270 und 780 patm, im Mittel zu einer 9,4-fachen Beschleunigung kam.

Im Gegensatz zu den Fixierungsraten, konnte kein CO,-Effekt auf die Abgabe geloster
organischer N- und C-Verbindungen beobachtet werden.

Die Picoplanktonfraktion blieb von der Erhohung der CO, Konzentration im Wesentlichen
unberiihrt. So wurde zwar die Aufnahme organischer Stickstoffverbindungen durch Pico-
plankter (< 3 um) mit der Steigerung der §'>N-Werte nachgewiesen, sie war jedoch nicht
an den CO,-Partialdruck gekoppelt. Einzig die CO,-Fixierung der < 3 um Fraktion zeigte
eine positive Korrelation zum CO,-Partialdruck und verdoppelte sich unter den gegebenen
Bedingungen.

Innerhalb der Picoplanktonfraktion wurden die hydrolytischen Enzymaktivitéiten drei wich-
tiger Exoenzyme gemessen, sowie die bakterielle Protein Produktion und die Zellteilung.

Alle Parameter zeigten keine Reaktion auf die Erhohung des CO,-Partialdrucks.
Um die Auswirkung erhohter CO,-Konzentrationen besser einschitzen zu konnen, sind

neben weiteren Laborversuchen insbesondere in sifu Studien notwendig, die Reaktionsbreite

der Phytoplanktongemeinschaft besser erfassen konnen, als Laborversuche es vermogen.
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Abbildung 5.1. Leucin— und Thymidin Aufnahme am Ende der vierstiindigen Inkubation beider KIX
Versuche in Abhingigkeit des pCO,. Die Messwerte stellen Mittelwerte + Standarbweichung dar. (A)
Leucin Aufnahme (Zellwachstum). (B) Thymidin Aufnahme (Zellteilung).

Tabelle 5.1. Enzymeffizienzen (Vi,.x/Ky,) der Leucinamino-Peptidase (Leu), Phosphatase (Phos) und
B-Glucosidase (Gluc) am Ende von KIX I und KIX II.

KIX I KIX I
pCO;  Leu Phos Gluc pCO; Leu Phos Gluc

300 0,0390 0,0143 0,00090 250 0,0363 0,0108 0,00076
310 0,0404 0,0141 0,00108 290 0,0371 0,0117 0,00094
420 0,0424 0,0124 0,00111 410 0,0371 0,0113 0,00079
560 0,0394 0,0136 0,00109 520 0,0366 0,0106 0,00078
710 0,0380 0,0144 0,00115 650 0,0342 0,0119 0,00083
820 0,0347 0,0149 0,00097 780 0,0408 0,0101 0,00079
950 0,0368 0,0142 0,00115 930 0,0358 0,0132 0,00092
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