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ZUSaITIlTIenfassung

ZUSAMMEr~F ASSU1~G

1m Rahmen diesel" Arbeit wurden die Zusamlnensetzung und die Populationsdynamik des
mikrobiellen Planl(tons del" Nordsee VOl" Helgoland untersucht. Del" Schwerpunl(t lag auf
del" Analyse taxonspezifischer Abulldanzanderungen innerhalb del" Bakteriengemeinschaft
und dem Aufdecken moglicher Zusammenhange zu biotischen und abiotischell Faktoren.

In drei Untersuchungszeitraumen (August 2000, Juni 2001, August 2002) wurden
die kurzfristigen, innersaisonalen Abundanzanderungen vel"schiedener Populationen des
Bal(terioplanl(tollS lnit Hilfe del" Fluoreszenz in situ Hybridisierung und Tyramid­
signalvel"starl(ung (FISH-TSA) analysiert. Die Abundanzen der untersuchten
Bal(teriellgruppen variierten deutlich sawahl innerhalb, als auell zVv'ischen den
verschiedenen lahreszeiten und auch in aufeinander folgellden Jahren. So war bei
insgesamt hoheren Bakterienabundanzen del" relative i\.nteil der Gruppen Bacteroidetes, y­
Proteobakterien und Roseobacter spp. im August 2002 signifikant niedrigel" als iln August
2000. Weiterhin gab es innerhalb del" y-Proteobal(terien, insbesondere in der SAR 86­
Gruppe, ausgepragte l(urzfristige Abundanzanderungen, wahrend die Populationen mariner
Roseobacter spp. stets deutlich stabileI' waren. Diese Variabilitat ist Inoglicherweise ein
wichtiges und bisher meist velnachHissigtes Phanomen iln Oberflachenv/asser der
lCllstennahen Nordsee.

IIlteral(tionen zwisellen marinen Bakterien und heterotrophen Nanoflagellaten
(HNF) wurden in einem Inl(ubationsexperilnent untersueht. Durch die Simulation
untersehiedlicher Rauber-Beute-Szenarien wurde die Hypothese iiberpriift, dass die schnell
al1reicherbarel1, opportunistischen y-Proteobakterien der Gattungen Altero1110nas spp.,
Pseudoalteron10nas spp. lInd Vibrio spp. dureh selektiven FraBdruck unterdriickt werden.
In 0.8 J.lnl-filtrielien Wasserproben dOIllinierten Alteron10nas-Arten innerhalb von 48 h.
Bei einer 1:10 Verdtinnung del" Wasserproben Init 0.2 ~lm-filtrierteIn Standortwasser
reieherten sieh Zlisatzlieh Pseudoalteronlonas spp. und Vibrio spp. an. Beide
Behandlullgen bewil"kten eine deutliche Reduzierung der HNF, nieht jedoeh ihren
quantitativen Ausschluss. Beilll naehfolgenden Wiederallstieg del" HNF-Abundanzen
sanl(en die relativen Abundanzen diesel" opportunistischen y-Proteobakterien
iiberproportional. 1m Gegellsatz dazu wurden bei Bakterien der NOR 5-Gruppe, der
G,vtophaga lnarinoflava / C. latercula-Gruppe und der marinen Roseobacter spp. keine
behandlungsspezifischen Effekte beobaehtet. Es wurde auBerdem gezeigt, dass Zellell von
AlteroJ110nas spp., Pseudoaltero111onas spp. und Vibrio spp. signifikant groBer waren als
der Durehschnitt aller Bakterien und dass die Anderung ihrer relativen Abundanzen
signifikant negativ mit der HNF-Dichte korreliert war. Diese experimentellen Ergebnisse
legen nahe, dass opportunistische y-Proteobakterien auell iIll kiiste1ll1ahen Oberflachen­
wasser durch HNF kontrollieIi werden.

Die FISH-TSA-Teclmik Illit 18S rRNA-gerichteten Oligonuldeotidsollden wurde ill
dieser Arbeit zur lTIolekularbiologischen Detektion von Pico- und Nanoeukaryoten im
marinen Pelagial optimiert. In Konlbination mit delTI Fluoreszenzfarbstoff Alexa350® wird
so die quantitative Bestimmung von Protisten aus Umweltproben bei gleichzeitiger
Klassifizierung ihres trophischen Status (phototroph / heterotroph) ermoglicht. Verglichen
mit einer Standardtechnik zur Quantifizierung von heterotrophen und phototropllen
Nanoflagellaten (DAPI/ FITC-Farbung) wurden lnit del" FISH-TSA-Methode signifil(ant
hahere Abundanzen gefullden, was hauptsachlich auf die bessere Visualisierung l(leiner
Zellen von ca. 2-3 ~l1n Durell1llesser zUrUekzufiihrell war. Sonden, spezifisch fUr
Pedinellales / Rllizochroillulinaies (PEDI 1646) und rur eine neue Gruppe heterokonter
Flagellaten (NS 4), detektierten Populationen mit sehr l1iedrigen Abundanzen (5 1%) in
Wasserproben aus del" Nol"dsee.
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SUlllil1ary

SUMMARY

In this thesis the taxonomic composition and the population dynalnics of coastal North Sea
microbial plankton were studied. The main focus was put on the analysis of the taxon­
specific variability of bacterial abundance and on the discovery of possible relatiolls to
biotic and abiotic factors.

During three sampling periods (August 2000, June 2001, August 2002) the short­
tenn, within-seasonal variability in abundance of several different bacterial populations
were analysed using fluorescence in situ hybridisation with tyramide signal alnplification
(FISH-TSA). Bacterial abundances varied relnarkably within and between different
seasons, and between successive years. For instance, the relative abulldances of

Bacteroidetes, y-proteobacteria, and Roseobacter spp. were significantly lo\ver in August
2002 than in August 2000 even though total bacterial cell numbers were about 2-fold

higher. Moreover, during all samplil1g periods pronounced short-tenn changes within the y­

proteobacteria, specifically of bacteria related to the SAR 86-clade, were observed. In
contrast, Inernbers of the genus Roseobacter spp. formed more stable populations with only
small daily variations. Short-term variability of bacterial assemblages may thus constitute
an important feature of microbial plankton in coastal surface waters.

In an incubation experiment the interactions between marine bactelia and
heterotrophic nanoflagellates (HNF) were studied. By simulating different predator-prey
scenarios a hypothesis \vas tested stating that readily culturable, opportunistic

y-proteobacteria of the genera Altero111onas spp.., Pseudoalter01110naS spp., and Vibrio spp.
are suppressed by selective grazing ofHNF. In 0.8 Jlm-filtered seawater AlteroJnonas spp.
dominated the community within 48 h. In samples that were 1: 10 diluted with· 0.2 Ilm­
filtered seawater additional em·ichments of Pseudoalterolllonas spp. and Vibrio spp. were
observed. Both treatments clearly reduced HNF abundance, but did not achieve their
quantitative exclusion. During the subsequent regrowth 'of HNF the relative abundances of

opportunistic y-proteobacteria declined overpropoliionately. In contrast, bacteria of the
NOR 5-clade, the (vtophaga 111arinoflava / C. latercula lineage, and the marine
Roseobacter spp. were not affected by any of the treatments. Furthennore, it was shown
that cells ofAlteronl0nas spp., Pseudoalter01110naS spp., and Vibrio spp. \vere significantly
larger tl1an the average of all bacterial cells. Changes in their abundances were negatively
correlated with the densities of HNF. These experimental results suggest that opportunistic

y-proteobacteria in coastal surface \vaters Inay be controlled by Hl~F.

A molecular technique was developed to detect marine, pelagic pico- and
nanoeulcaryotes. FISH-TSA using I8S rRNA-targeted oligonucleotides was combined with

a fluorochrome (Alexa35o@:) to quantitatively identify protists in enviromnental samples and
sillluitaneously detect their trophic lTIode (phototrophic / heterotrophic). COlnpared to a
standard technique for the quantification of phototrophic and heterotrophic nanoflagellates
(DAPI / FITC-staining), the new FISH-TSA-technique detected significantly higher
abundallces. This was mainly due to an inlproved visualisation of snlall cells of 2-3 1--un in
diameter. Specific probes for the group Pedinellales / RhizochrolTIulinales (PEDI 1646)
and for a novel group of heterol(ont flagellates (NS 4) detected very low abundances in
environmental samples of the German Bight of the North Sea.
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Teil I

Darstellung der Ergebnisse im Gesamtzusammenhang



Einleitullg

A Einleitung

1. Mikrobielle Lebensgemeinschaften des kiistennahen, marinen Planktons

Der Begriff 'Planktoll' wurde Vall Hensen (1887) vor Inehr als einhundert Jallren

eingefiihrt, urn aquatische Organismen mit begrenzter Eigenbewegung zu beschreiben. Da

sie entweder nicht zu aktiven Schwimmbev/egungell fahig sind oder nicht effel(tiv gegen

die vorherrschende Str6mung schwimmen konnen, schweben sie in dem sie ulngebenden

IVIediull1. Planktische Lebensgemeinschaften umfassen ein- und Inehrzellige Organismen

aller Ernahrungstypen, die neben einer taxonomischen Einteilung auch anhand von

GroBenklassell (Siebllrth et al., 1978) und funktionellen Kategorien untergliedert werden

konnen. Milaoorganismen werden in die Gro13enklassen Picoplankton « 2 IJ,m; Archaeen

und Bakterien, inklusive Cyanobakterien), Nanoplal1kton (2-20 Jlm; kleine Protistell,

insbesondere Flagellaten) und Milcroplankton (20-200 11m; groBere Protisten und kleine

Metazoen) eingeteilt. 1m Rahmell dieser Tenninologie werdell Viren, die per Definition

keine OrganiSlTIen sind, delTI FelTItoplal1ktoll zugerechnet. Eine andere Kategorisierung

beziellt sich auf die Emahrullgsweise der Organisnlen. Der Begriff Phytoplankton

besclrreibt photosynthetisch aktive Protisten und Cyanobakterien, wahrend Zooplankton

heterotrophe Protisten und Metazoen umfasst. Allerdings Silld diese Bezeichnungen vor

der Entdeckung der vielfaltigen Stoffwechseltypen der Prokaryotell im Plankton

entstanden. DeI' Begriff Bakterioplankton, deiTI phylogenetisch aucll Cyanobakterien

zugeordnet werden Inussen, besehreibt daher keine trophische Einheit. Uberdies werden

marine A.rchaeel1 (Fupnnan et al., 1992; DeLollg et al., 1993) offel1sichtlicll nieht VOll

dieser Kategorie erfasst, weshalb man u.U. sinnvoller vonl prokaryotischell Pieoplankton

sprechell sollte. III der vorliegenden Arbeit wurden Inikrobielle Planktongemeinschaften

untersucht, daher wird auf Metazoen inl weiteren nieht eingegangen.

Planktisclle, marine Prokaryoten, d.h. Archaeen und Bakterien, besitzen nur wenige

lTIorphologische Unterscheidungsinerkmale. Sie sind ill der Regel kleiner als l}lID und

erscheinen bei milu4 oskopiscller Betrachtung als gerade odeI' gekriimmte SHibchen,

Kokken, Spirillen und Filamente. Dieser phanotypischen Sehlichtheit steht die holle

phylogenetische Diversitat der Prolcaryoten gegenuber (Giovannoni et al., 1990; Fuhnnan

et a!., 1992; DeLong et al., 1993) (Abb. 1). Die Hauptgruppen Inariner Prokaryoten sind
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Eill1eitung

weltweit vertreten, wobei die haufigsten Vertreter der Domane Bacteria inl Inarlnen

Oberflachenwasser den Klassen Bacteroidetes und Proteobakterien zugeordnet \verden

(Fubnnan et al., 1992; Mullins et al., 1995; Gl6ck11er et al., 1999; Cottrell and Kirchman,

2000a; Eilers et al. 2000a; Eilers et aI., 200 1).

Bacteria

Abbildung 1: Phylogenetischer BalUn, del" die aln lneisten verbreiteten pl"okaryotischen 165 l"DNA
Sequenzgrllppen des n1arinen Planktons zeigt (Giovannoni and Rappe 2000).

5



Einleitung

Die Klasse Bacteroidetes, ehemals als Cytophaga / Flavobacteriuil1 / Bacteroides­

Gruppe bezeichnet, bildet eine tiefverzweigende Hauptgruppe innerhalb der Domane

Bacteria (Kirchlnan 2002). Diese Gruppe bildet haufig 20-40% der

Gesamtbakterienabundanz in verschiedenen kustennahen sowie antarktischen Regionen

(Glockner et al., 1999; Silnon et al., 1999; Cottrell and Kirchman, 2000a; Eilers et al.,

2000a; Eilers et al., 2001). Die meisten marinen Isolate dieser Gruppe sind obligat aerob

oder fakultativ anaerob chelnoorganotroph und befahigt, hochlllolekulare organische

Substrate umzusetzen (Giovannoni and Rappe, 2000). Molekularbiologische

Untersuchungel1 mittels Mi¥Joautoradiographie weisen darauf hin, dass auch bisher nieht

kultivierte Vertreter dieser Gruppe eine wichtige Rolle beim Abbau hochmolekularen

organisehen Materials in aquatischen Okosystelnen spielen (Cottrell and Kirchman,

2000b).

Proteobakterien stellell die mit Abstand vielfaltigste Ul1d evolutiv erfolgreichste

mikrobielle Gruppe der Ozeane (Giovannoni and Rappe, 2000). 1m marinen Pelagia] sind

a-Proteobakterien und y-Proteobakterien die quantitativ bedeutendsten Untergruppen

dieser Klasse (Glockner et al., 1999; Eilers et aI., 2001; Rappe et al., 2002). Obwohl

Kultivierungserfolge in beiden Gruppen sehr graB sind, bilden Vertreter von kultivierten

a- und y-Proteobakterienstammen in situ meist nul" Populatianen sehr geringer Dichte aus.

Eine Ausnahme l1iervoll bildet del" Stamm des zu den y-Proteobakterie11 gehorendell

NOR5-Clusters, KT71. Die Abundanz dieses Stammes kann in der Nordsee bis zu 1.4x105

Zellen mr1 betragen (Eilers et al., 2001). ~-Proteobakterien spielen im marinen Plankton

meist nur eine untergeordnete Rolle. Ihre Abul1danz kann allerdings bei geringeren

Salzgehalten, beispielsweise in Astuaren oder Nebemneeren, ebenfalls stark zunehlne11

(Pinhassi et al., 1997; Glockner et al., 1999; Bouvier and del Giorgio, 2002). Eine weitere

bedeutende Gruppe der Domane Bacteria sind Cyanobakterien. Sie sind weltweit ill allen

Meeren vertreten durch die phylogenetiseh eng verwandten Mitglieder der mannen

s:,vnechococcus-Gruppe und Prochlorophyten (Urbach et al., 1998; Giovannoni a11d Rappe,

2000). Cyanobakterien betreiben oxygene Photosynthese und stellen einen bedeutenden

Allteil der Primarproduktion und Gesallltphytoplaliktonbiomasse in kiistel1_nahel1 und

offenen Ozeanen (Li et al., 1992; Campbell and Vaulot, 1993; Calnpbell et al., 1994;

Claustre and Marty, 1995).

Die D01nane Archaea ist untergliedert in die Klassen EUl}'archaeota und

Crenarchaeota. Walrrend Euryarchaeen ()narine Archaea, Gruppe II) zumindest temporar

signifikante Populationen iln Oberflachenv/asser des marinen Pelagials ausbildel1, spielen
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Einleitung

Crenarcllaeen (marine Archaea, Gruppe I) insbesondere in tieferen Wasserschichten eine

groBere Rolle (Massana et al.; 1997; Massana et al., 2000; Kamer et al., 2001; Pen1thaler

et al., 2002a).

Die Mikroumwelt pelagischer Bakterien ist beziiglich der raumlichen Verteilung

von organischelTI Material heterogen strukturiert (Grossart et al., 2001). Makroskopische

Detritusaggregate > 0.5 mm (Jnarine 8no1'v) sind flir einen GroBteil des Flusses von

biogenel11 Kohlenstoff von der Meeresoberflaclle in tiefere Schichten der Ozeane

verantwo11lich (DeLong et al., 1993). In diesen lokalen Mikrohabitaten sind Nahrstoffe oft

stark angereichert U11d die 1TIikrobieile Aktivitat ist sehr hoch (Alldredge and Silver, 1988).

Der Vergleich von partikel-assoziierten und freilebenden Bakteriengemeinschaften zeigt,

dass es groBe Unterschiede 111 der phylogenetischen Zusalnmensetzung del"

Lebensgemeinschaften gibt (DeLong et al., 1993). So geht beispielsweise aus

Klonbankanalysen von kiistennahem Plankton hervor, dass a-Proteobakteriensequenzen

am haufigsten aus freilebenden Bakteriengemeinschaften amplifiziert wurden, wahrend in

partil(el=assoziierten Gemeinschaften Klone von Bacteroidetes Ulld in gelingelTI !v1a13 der

Gruppe Planctonl.ycetales dominierten. Imlerhalb der y-Proteobal(terien wurdel1 distin.kte

Sequenzgruppen aus freilebenden Wle auch aus partikel-assoziierten Lebens­

gemeinscllaftell extrahiert. Archaeen dagegen scheinen nicht partil(el-assoziiert

vorzukommen. Diese unterschiedlichen Verteilungsmuster konnten einen Einfluss auf die

zeitlichellnd raumliclle Variabilitat des marinen prokaryotischel1 Planktons haben und eine

wichtige Rolle bei der Sukzession von Populationen spielen.

Das Reicll der Protisten umfasst eine polyphyletische Gruppe eukaryotiscller, Ineist

einzelliger Organislnen mit unterschiedlichsten Emahrungsweisen. Da strikt heterotrophe

Protisten phylogenetisch sehr eng mit obligat phototrophen Vertretem verwandt sein

k5nnen (Cavalier-Smith, 2000) U11d damber hiIlaus viele Organismen sowohl autotrophe

als auch phagotrophe Eigenschaftel1 aufweisen (Mixotrophie) (Caroll, 1994; HavskulTI and

Skjoldborg Hansen, 1997; Jones, 1994; Raven, 1997; Sanders, 1991; Sanders and POlier,

1988), ist eine gellerelle Einteilullg del" Protisten in die Gruppen einzellige Algell und

Protozoen nur bedingt sinnvoll. Die wichtigstel1 phylogenetischen Gruppen der Protisten

sind ill Abbildung 2 dargestellt.

Quantitativ wird das mari11e Pelagia! von Nano- lind Mikroeukaryoten der Gnlppen

Heterokonta, Prymnesiophyta (Haptophyta) und Cryptophyta d01TIiniel1 (z.B. Brandt and

Sleigh, 2000; Dennett et al., 200 1). Aber auch Dinoflagellaten, Choanoflagellaten, Ciliaten

und einige Eugleniden sind zumindest temporar abundant (z.B. SheiT et al., 1986; Brandt
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Einleitung

alld Sleigh, 2000). Heterokonta beinhaltell die okologisch wichtigell Gruppell der

Diatomeen, Chrysophyta und Bicoecida. Diatomeen bilden einen bedeutenden Anteil der

Phytoplanktonbiolnasse. In oligotrophen Meeren tragen sie bis zu 35%, in kiistennahen

Regionen bis zu 75% zur marinen Prilnarproduktion bei (Treguer et al., 1995). In der

Nordsee lasst sich entsprechend den Schwankungen von Lichtangebot, Temperatur und

t~allrstoffen eine jahreszeitliche Sukzession der photosynthetisch aktiven

Planktonpopulatiollen verfolgen (Haglneier and Bauerfeind, 1990). So kOllllnt es hier im

Fruhjahr zu einem Abundanzmaximum der Diatomeen (van Bennekom et al., 1974), dem

gewollnlich ein rv1aximum der Phytoflagellaten folgt (Lancelot et al., 1987). Einzelne

Alien verschiedener Phyla konnen in sogenannten Algenbliiten massenhaft auftreten. In

der kiistennahell Nordsee verursachen beispielsweise die Bliiten des Dinoflagellaten

Noctiluca scintilans oder des Ciliaten MesodinizlJn rUbrUJ11 regelmaBig wahrend des

Phytoplanktonmaxinlullls illl S01TI11ler eine ratliche Farbllng des Oberflachenwassers (red

tide) (Elbrachter, 1990; Hagmeier and Bauerfeind, 1990). Gelegentlich sind auch toxische

Phytoplankter, beispielsweise del" Gattungen Gonrvaulax, GY111nodiniznn und

ChJysochro111ulina, Mitverursacl1el" dieser red tides (Anderson et al., 1985; Maestrini and

Gl"aneli, 1991). Diese Planktonorganismen kannen mit ihren toxischen Exudaten

Fischsterben auslosen (Maestl"ini and Gl"aneli, 1991), abel" auch Muschelbestande flir den

Verzehr durch Seevogel und den Mel1schen unbrauchbar Inachel1 (Yndestad and

Underdahl, 1985). Massenentfaltungen des koloniebildenden Flagellaten Phaeoc.ystis

globosa sind dagegen hannIos, fiihrel1 aber besonders im Brandungsbereich der siidlicllen

Nordsee zu starker Schaumbildung (Elbrachter, 1990; Hagn1eier and Bauerfeind, 1990).

Heterotrophe Nano- und Ivlikroflagellatel1 nehmen im Inarinen Pelagial eine

wichtige Position aIs Konsumenten von Pico- lInd Nanoplanktem ein (Fenchel, 1986). Auf

illre Rolle in1 n1ikrobiellen l~ahrungsnetz des luarinen Planktons wird im nachsten Kapitel

gesondeli eingegangen. Ais Pilze bezeichllete osmotrophische oder saprotrophische

Protisten kOll11nen als Parasiten von z.B. Copepoden Val" (Sieburth, 1979) oder Silld in

Kiistengebieten al11 Abbau vaskuUiren Pflanzennlaterials beteiligt. Sie spielen im mannen

Pelagial daher nur eine untergeordnete Rolle (Newell, 1994).

Die kleinstell planktischen Eukaryoten sind erst illl Ietzten Jahrzehnt verstarkt ins

Blickfeld der Forschul1g geraten (C.ouliies et al., 1994; Fogg, 1995). Diese Picoeukaryotel1

mit einer ZellgroBe < 2-3 I--UTI sind phylogenetisch sehr divers (Moon-van der Staay et al.,

2000; Lopez-Garcia et al., 2001; Moon-van der Staay et al., 2001) und wahrscheinlich die

nUll1eriscll bedeutendsten Eukaryoten weltweit (Diez et al., 2001). Phototrophe
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Einleihlng

Picoeukaryotell leisten einen signifikanten Beitrag zur Gesallltpbytoplanktonbioinasse Ulld

-produktion (Li et al., 1992; Campbell et al.; 1994). Heterotrophe Picoeukarjoten wurden

sowohl illl marinell Oberflachenwasser als auch ill grof3eren Meerestiefen in llollen

Abundanzen detektie11 (L6pez-Garcia et al., 2001; Massana et al., 2002). Es ist daher

walrrscheinlich, dass Picoeukaryoten eine wichtige Rolle ill globalell Stoffkreislaufen

spielen (Li et al., 1992; Fogg, 1995).

Abbildung 2: Auf I8S rDNA Sequenzvergleichen basierendes Diagramm der allgemeinen phylogenetischen
Verwandtschaft von eukaryotischen Mikroorganismen, die in lTIarinen OkosystelTIen verbreitet sind. Die
genetischen Distanzen sind nieht Ina13stabsgetreu dargestellt. j\1it Erweiterung des Datensatzes k6nnen sich
die Verwandtschaftsbeziehlmgen ilTI Detail andem. Phagotrophie wurde fUr heterotrophe und / oder
photosynthetische Alien aller Gruppen Init Ausnahme der Diatomeen und Pilze nachgewiesen (lTIodifiziert
nach ShelT and Shen- 2000).

2. Das mikrobieIle Nahrungsnetz

Die Beziehungen del" diversen Gruppen VOll Milaoorganismell untereillander und ihre

Wechselwirkungen mit der abiotischen Umwelt hinsiclltlich des Nahrstoff- und

Energieflusses ill aquatiscllen Lebensraulnell werden im mikrobiellen Nalrrungsnetz

beschrieben (Abb. 3). POlneroy (1974) wies erstmals auf die enOlme Bedeutung del"

Mikroorgallismen im Nahrungsgefiige hill. Er zeigte, dass (i) die grof3te Gruppe der

Inarillell Primarproduzentell aus Organislnell kleiner als 60 IJ,m besteht, (ii) ein GroJ3teil der

lllarinen Gesamtrespiration auf Organislnen lllit einer Zellgrof3e Vall welliger als 366 ~tm
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Einleitung

(PlanktonnetzgroBe Nr. 2) zUrUc¥2ufiihren ist und (iii) ge16ster lind partikularer

organischer Kohlenstoff (dissolved organic carbon, DOC bzw. particulate organic carbon,

POC) wichtige Nahrungsquellell fUr heterotrophe MilcroorgallislTIen darstellen.

Heterotrophy
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Abbildung 3: DiagralTIln des mikrobiellen Nahnlngsnetzes, das die GroBenklassen und verallgelneinerten
trophischen Beziehungen z\vischen photosynthetischen und heterotrophen Protisten und Prokaryoten im
marinen Plankton zeigt. Dargestellt sind reprasentative Taxa flir aIle GroBenklassen und trophischen Modi.
Dicke Pfeile geben die Richhlng des Energieflusses infolge von KOnSUlTIption wieder. DUnne Pfeile stellen
die Aufnahlne inorganischer Komponenten dar. DUnne, unterbrochene Pfeile zeigen die Freisetzung
organischen lmd inorganischen Materials durch Egestion und Sekretion. Der "Verlust" mikrobieller
Biolnasse aufgrlmd viraler Lysis ist mit dicken unterbrochenen Pfeilen dargestellt. Die graue FHiche weist
auf Organislnen hin, die sowohl Photosynthese als auch Phagotrophie (Mixotrophie) betreiben. POM und
DOM reprasentieren die Gesalntheit des partikularen bzw. gelosten organischen Kohlenstoffs (Caron,
1994).

Die Verkniipfung dieser Prozesse wurde von AZalTI et at. (1983) im Konzept der

"mikrobiellen Schleife" (n1icrobial loop) als integraler Bestandteil pelagischer

Nahrungsnetze beschrieben. Die heterotrophen Bakterien des Pelagials agieren demnach

nieht nul" als Destruenten von abgestorbenelTI organischen Material, s011dem setzell auch

ca. 10-50% des vom Phytoplankton fixierten und als DOC freigesetzten Kohlel1stoffs um
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(Azam et al., 1983). Dalnit bilden die Bakterien einell wichtigen Faktor im Transfer VOll

ge16stem in partikuHires organisches 1\1aterial. .A~ufgrund ihrer hohen Abundanz stellen sie

selbst eille der bedeutendstell partikuHiren Kohlenstoffquellell dar (Caron et al., 1985).

Die Anzahl freilebender Bakterien wird durch den FraBdruck von bakterivoren

Protisten, hauptsachlich heterotrophen Nanoflagellatell, kontrolliert (Azam et al., 1983;

Shen4 and Sherr, 1984; Caron et al., 1988). Mikroflagellaten und Ciliaten als

Hauptkomponenten des Mikrozooplanktolls iiben eil1ell FraBdruck sowohl auf das

Phytoplankton als auch auf heterotrophe Flagellaten aus (Bernard and Rassoulzadegan,

1990). Heterotrophe Protisten konsumieren insgesamt zwischen 25 und 100% der taglichen

Phytoplanktonproduktion (Sherr and Sherr, 1994). Zusammen mit groBeren Phytoplanktern

dienen sie der llachst h6heren trophischel1 Ebene als Nahrungsquelle (Dolall and Gallegos,

1991). Heterotrophe Protisten bewirken auf diesem indirekten Weg eine R_uckfiihrung def

als DOC freigesetzten Energie in das klassische planktisclle Nahrungslletz und sind

demnach ein wichtiges Bindeglied zwischen Bakterien und h6heren trophischen Ebenen

(z.B. Slleldon et aI., 1986; Carrick et al., 1991).

Ein weiterer Faktor, der die lnteraktionen im mikrobiellen Nahrungsnetz

entscheidend beeinflussen ka1111, ist die Mortalitat dllrch Virell. So kann die Lyse von

Bakterienzellen nach Virenbefall zur zusatzlichen Freisetzung von DOC und Nahrstoffen

fiihren (FulllIDan, 1999; Fuhnnan and Noble, 1995; Proctor and Fuhrman, 1990).

Anorganische Nahrstoffe k6nnen auBerdelTI durch die Mineralisierungsaktivitat der

Bakterien und durch Nahrstoffregeneration VOll heterotrophell Flagellaten freigesetzt und

somit den Primarproduzenten wieder zur Verfiigung gestellt werden (Caron and Goldman,

1990; Caron, 1991; Sherr and Sllerr, 2002).

Die Zah1 der moglichen Quervenletzungen und Verkiirzungen von Ketten1angen

illl1erhalb des lnikrobiellell Nalll~llgsnetzes ersclleillt schier endlos. Beispielsweise llaben

viele Ciliaten ein Nahrungsspektrum, dass von Bakterivorie bis hin ZUill Kannibalisnlus

reicht (Finlay et al., 1988), einige parasitoide Nanoflagellatell befallell wirtspezifisch groBe

planktische Diatoilleen (Kuhn et al., 1996) und wiedenlln andere Ciliaten Ul1d

Dinoflagellate1l, z.B. der Gattungen Mes0 dilnilnn, Laboea und Stro111bidiuJ11 sind obligat

oder fakultativ mixotroph, d.h. sowobl zur Phagozytose als auch zur Photosynthese fahig

(Stoecker et al., 1987; Gustafson et aI., 2000). Diese Komplexitat verdeutlicht, dass lnit

der eingallgs genannten Einteilung nach Trophie und GroBenklassen langst nicht aIle

biotischen und abiotischen Zusammenhange erkHirbar sind. Trotz vieler gelneinsalner

Merklnale beziiglich des Verhalte11S und der Funktion illnerhalb einer Gruppe \tvird die
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Rolle jeder einzelnell Art lIn Nahrungslletz durcll spezifische, morphologische,

physiologische und das Verhalten betreffende Anpassungen bestimmt. Die

Artellzusammensetzung kann desllalb entseheidend flir die konkreten trophisehen

Verknfipfungen in einem Lebensraum sein (Pace et al., 1990). Eine gezielte Analyse der

Genleinschaft jenseits funktioneller Gruppen und Gra13enklassen ist daher fur das

Verstandnis der Okologie des Inarinen, mikrobiellen Planktons von groBer Bedeutung.

3. Variabilitat innerhalb der Planktongemeinschaften in der Deutschen Bucht

Wfihrelld Planktollgenleinschaften del" offenen Ozeane sich annaherungsweise in einem

GleichgewichtsZ"Llstand (stead.y state) befindell, ist dies in kiistennahen Regionen nicht der

Fall. lahreszeitlicll abhangige Ereignisse wie beispielsweise periodische Schwankungen

von Temperatur und Nahrstoffkonzentl"ationen lasen in Kfistengebieten gema13igter Breiten

Oszillationell der Populationsdichten von Planktonorganismen aus (Fenchel, 1988). Die

daraus resultierende Sukzession reflektiert die Struktllf derNahrungsketten. Die

Populatiollsoszillatiollen k5nnen zum Beispiel dem Lotka-VoltelTa Modell rur Rauber­

Beute-Beziehungen entsprechen und oft ist die Amplitude der Oszillationen in produktiven

Okosystemen haher als in unprodul(tiveren Okosystemell (Fenchel, 1986). Die Dauer der

Rauber-Beute-Zyklen spiegelt die GraBenstrukturen illnerhalb eiller planktischen

Gemeinschaft wieder, da sie amlallerungsweise umgekehrt proportional zu den

Wachstumsraten der involvierten Arten ist. Wahl"end die Populationsoszillationen von

Diatolneen Ulld Copepoden in einer GroBenordnung Vall etwa einem Monat stattfinden,

k6nnen die Oszillationen VOll Bakterien- und Protistenpopulationen in Tagen gemessen

werden. Fencllel wies daher schon VOl" mehr als 20 Jahren auf die magliche Bedeutung der

feinskaligell zeitlichen Heterogenitat in kiistennahen, planktischell Okosystemen hin

(Fellchel, 1988).

Die Deutsche Bucht der Nordsee ist ein Beispiel fur ein kfistennahes Gewasser

gema13igter Breiten. Die Nordsee als Schelf- oder Randmeer mit einer mittlerel1 Tiefe von

70 ill ist ein extrelTI dynamisches Systern, das infolge der vielen verschiedenen Eillfliisse

starke regionale und zeitliche Variationell aufweist (Becker, 1990). Ilrr siidostliclles Gebiet,

die Deutsche Bueht, ist gepragt durch einen groBen Tidenhub und schnell wechselnde

Windverhaltnisse. IJ.1 Verbindung Init der geringen Wassertiefe wird so eine

Durchlnischung des Wasserk6rpers begfinstigt. Den vermutlich starksten abiotischen

Einfiuss auf die pelagische Planktongerneinschaft in der Deutschen Bucht haben die
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Temperatur- und die Salzgehaltsverhaltnisse. Die jahreszeitlichen Scllwankungen der

Temperatur in der Deutschen Bucht betragen im Mittel 16°C (Bec1<:er, 1990). Der

Salzgehalt in diesem Gebiet wird in erster Linie durch den Eillstrom atlantischer

Wassennassen durch den Englischen Kanal, durch die SiiBwasserzufliisse insbesondere

von Weser Ulld Elbe, durch Verdunstung und Niederschlag sowie gelegentlich auch durch

einstromendes Wasser aus der Ostsee bestilnmt. Die jahreszeitlichen Schwankungen der

Niederschlagsll1engen und del" Abflusslnellgen VOll1 Festland gehen einher mit A.rldelungen

in der Schweb-, Nahr- und Schadstofffracht (Radach et aI., 1990).

Diese hohe Variabilitat der physiko-chemischen Parameter in der Deutschell Bucllt

beeinflusst die Zusammensetzung, Abundanz und Verteilung der Planktongemeinsehaften

und initiieli die bereits erwalmten Oszillationen. In Studien von Porelnba et al. (1999a &

1999b) und Eilers et al. (2000a & 2001) wurde die raumliche und jahreszeitliehe

Heterogenitat des mikrobiellen Planktons in der Deutschen Bueht nachgewiesen. Eilers et

aI. (2001) zeigten in einer Jahresgangstudie nlit woehentlieher Probennahme, dass

Variationen in der ZUSalTIlnensetzung und Abundanz des Bakterioplanktons einhergehen

mit Veranderungen in der Wassertemperatur und dem Auftreten von Phytoplanktonbliiten.

Aus praktischen Ulld logistisehen Gliinden wird in den meisten saisonalen Studien

die Beprobung wochentlieh, vierzehntaglich oder monatlich durehgeruhrt (z.B. Poremba et

al., 1999b; Pinllassi and Hagstrom, 2000~ Eilers et al., 2001 ~ Heidelberg et al., 2002). Es

ist jedoeh nicht bekannt, in weleheln MaBe ein solches Beprobullgsintervall fiir den

gegebenen Zeitraum reprasentativ ist. Die Bedeutung von Populationsveranderungen in

aufeinanderfolgellden Probennahmen konnte bessel" beurteilt werden, wenn die

feinskaligen zeitlichen Veranderllngen imlerhalb einer Jahreszeit an eillelTI Oli bekannt

waren. Weiterhin ist bislang noeh unklar, ob diese kurzfristige zeitliclle Variabilitat in

versehiedenen Planktongruppen ahnlich hoch ist, odeI' ob es stabilere lmd instabilere

prokaryotisehen Populationen gibt, zum Beispiel aufgrund unterschiedlicher

Wachstumsstrategien (Pemthaler et al., 2001 a). Das Wissell fiber die tagliellen

Veranderungel1 verschiedenster Gluppen von Mikroorganisll1en innerhalb einer Saison in

Verbindung mit Anderungen der abiotiscllen lind biotiscllen Umwelt kOIll1te daher unser

Verstandnis der mogliehen Lebensfonntypen innerhalb der planktischen marinen

Mikroorgallislnen erweitem.

13



Einleitung

4. Strukturierung der Bakteriengemeinschaft durch selektiven Fralldruck

Es wird allgelnein davan ausgegangen, dass die bakterielle Mortalitat im marinen Planktoll

zu in etwa gleichen Anteilen von Protisten und Viren verursacht wird (del Giorgio et al.,

1996), (Fuhnnan alld Noble, 1995; Shen4 and Sherr, 1994; Thingstad, 2000; Thingstad and

Lignell, 1997; Weinballer and Hofle, 1998). Heterotrophe 1"~anotlagellaten (Hl~F) sind die

wichtigsten planktischen Bakterivoren (Fenchel, 1986) und ill zahlreichen Studiell in

limnischen und marinen Systemen wurde der selektive FraBdruck von HNF auf die

Bakteriengelneinschaft nachgewiesell. Die bevorzugten Beuteorganisluen heterotropher

Nanoflagellatell besitzen eine Zeiliallge von ca. 1-4 J.lrn. Bakterien lnit einer ZellgroBe von

< 1 11m oder > 4 Jlrn sind daher zumindest teilweise fraBgeschiitzt (Gonzalez et al., 1990;

Simek and Chrzanowski, 1992; Jurgens and Giide, 1994). Da viele Bakterien ihre Inittlere

ZellgroBe in Abhangigkeit von ihrer Wachstumsrate andern (Ingraham et al., 1983),

werden vennutlich schnellwachsende Bakterien lInd bakterielle Teilungsstadien besonders

stark durch FraBdruck reduziert (Sherr et al., 1992; Gonzalez et al., 1993).

Aus SiiBwasserstudien ist bekannt, dass HNF ihre Beute nicht nur nach

phanotypischen Kriterien selektieren, sondem auch die genotypische Zusalnmensetzung

der Bakteriengelneinschaft beeinflussen (Simek et al., 1997; Hahn and Hofle, 1999;

Jiirgens et al., 1999; Pemthaler et al., 2001b; Simek et at.., 2001; Jurgens and Matz, 2002).

Qualitative Veranderungen ill der Zusammensetzung bakterieller Gemeinschaften weisen

auch 1m marlnen Plankton auf einell stlukturierenden Einfluss heterotropher

Nanoflagellaten hin (Suzuki, 1999; Schafer et al., 2000; Massana et al., 2001). In diesen

Studien konnte allerdings keine quantitative Beziehung zwischen den Dynalniken

il1dividueller Bakterienpopulationen, den phanotypischen Eigenschaften eillzelner Zellen

und der Rauberdichte aufgezeigt werden. Eine Quantifizierung der selektiven Mortalitat

definierter taxonomischer Bakteriengruppen konnte kHiren, wie FraI3druck die bakterielle

Zusammensetzung snukturiert und so ZUID Verstandnis der bakteriellen Variabilitat In

marinell Plankton beitragen.

Ein Vergleich zwischen Kultivierungserfolgen und in situ Abundanzbestilnmungen

(Eilers et al., 2000a; Eilers et al., 2001) Vall Bakterien der Deutschen Bucht zeigt, dass

einige Bakteriengruppen in nahezu jedem Kultivierungsansatz auftreten, jedoch im

freilebenden, prokaryotischen Picoplankton des l(ustennahen Oberflachenwassers zu keiller

Jahreszeit nennenswerte Populationsdichtell ausbilden. Es handelt sich hierbei urn

Vertreter der y-Proteobakterien, insbesondere der Gattungen AlterolnonasJ Colwellia,
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Pseudoaltero1110nas und Vibrio. Eilers et - al. (2000b) fanden heraus, dass

~4lteron10nas / Co!l,vellia-Populationen in filtriertem Standortwasser innerhalb von 48 h zu

hollell Abundanzen anwaehsen. Bei zusatzlicher Substratzugabe ill Fonn von niedrig

konzentrierten Amill0sauren, Mono- und Disacchariden dominieren Vibrio-Arten und

Pseudoalteronlonas / Colvvellia-Populationell. Die schnelle Anreieherullg dieser Bakterien

ill1plizieri, dass sie sofart und kompetitiv auf Anderungen der Wachstumsbedingungen

reagieren k6mlen. Saleh enle opportunistische Wachstlllnsstrategie sollte in einer Ul11welt

wie der Deutsehen Bueht, in der biotisehe und abiotische Parameter einer hohen

Variabilitat unterliegel1, einen Selektionsvolieil darstellen und so zUlnindest kurzfristig

hohe Abundanzen dieser Bakteriengruppen ennogliehen (Radaeh et al., 1990). Warum

diese Bakterien dennoeh in der Ulnwelt so selten sind, konnte inl Zusalrunenhang mit ihrer

ZellgroBe stehen, denn sie bilden tiblicherweise groBere Zellen als sogenannte

"oligotrophe" nlarine Isolate (Eilers et al., 2000a). Es ware daher moglich, dass diese

scllilell anreicherbaren y-Proteobakterien aufgrund ihrer ZellgroBe einer selektiven

Mortalitat durch FraBdruclc unterliegen.

5. Molekulare Analyse des prokaryotischen Picoplanktons

Autokologische Untersuchungen am Inikrobiellell Plankton- sind nur lnoglich, wenn die

verschiedenen Populationen mit ausreichender taxonomischer Auflosung unter in situ

Bedillgungen identifiziert und quantifiziert werden konnell. Eine derartige detaillierte

Analyse der prokaryotischen Lebensgemeinschaften und der Nachweis dominanter

Bakteriengruppen iin lllikrobiellell Plankton war aus lnethodischen Gliindel1 lange Zeit nur

eingeschrankt durchfiihrbar. Erst lnit Einfuhrung des kultivierungsunabhangigen rRNA­

Ansatzes (Olsen et al., 1986; Giovannoni et al., 1988) bei denl aus der UlTIwelt extrahierte

16S rDNA amplifiziert und sequenziert wird, wurde die hohe phylogenetische Diversitat

des Inarinen prokaryotischen Picoplanktons erkal111t (Fulmnan et al., 1989; Giovannoni et

al., 1990; Britschgi and Giovannoni, 1991; DeLong, 1992; DeLong et al., 1993). Die

Identifizierung von Einzelzellen verschiedener Taxa und deren Qualltifizierung in der

Ulnwelt wurde lnit der Entwiclclung der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

ennoglicht (Amann et al., 1990a; DeLong et al., 1989; Giovannoni et ai., 1988; Stahl et

al., 1988). Dabei wird die Umweltprobe mit fluoreszenzlnarlcierten Oligonukleotidsonden

hybridisiert, welche spezifisch an die 168- oder 238 rRNA in Bakterienzellen binden und

damit einer Inikroskopischen Unterscheidung verschiedener Balcterientaxa erlaubell. Dank
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der inzwischen umfangreichen und stets vvachsenden rPJ'~A-Sequen.zdatenbanken lconnen

Sanden mit unterschiedlieher taxonomiscller Auflosung auf versehiedenen

Verwandtschaftsebenen eingesetzt werden.

Limitierungen in der Detektion von kleinen, nur schwach oder gar nieht mit

einfach-fluoreszenzlnarlcierten Sonden farbbaren Ulnweltbalcterien fuhrtell zur

Ennx;icklung sensitiverer tv1ethoden. Bei der Fluoreszenz in situ Hybridisierung mit

Tyramidsignalverstarkung (Bobrow et al., 1989; Sch5nhuber et al., 1997) werden die

Zellen mit Meerrettichperoxidase- (HRP-) markierten Oligonukleotidsonden hybridisiert

lInd anschlieJ3end mit fluoreszenzlnark:ierten Tyramiden irncubiert. Durch die Umsetzung

und kovalente Bindung groBer Tyramidmengen in den Zielzellen wird eine bis zu 1000­

fache Sensitivitatssteigerung en-eicht (Berghom et al., 1994; Sanno et al., 1996). Die

Weiterentwicklung diesel" Methode fi.ihrte zu deutlich hoheren in situ Detektionsraten

hybridisierter Zellen im Inalinen Picoplankton (Pernthaler et al., 2002b).

6~ Analyse der Lebensgemeinschaft des marinen r~anoplanktons

Die Detektion und Quantifizierung kleiner hetero- und mixotropher Protisten, insbesondere

Flagellatell, aus Umweltproben erfolgt haufig mittels Epifluoreszenzll1ikroskopie (z.B.

Brandt and Sleigh, 2000; Caron, 1983). Diese Methode erlaubt im Gegensatz zur

Lebelldzahlung die Erhebung umfangreicher Datel1satze, z.B. zur raumlichel1 oder

zeitlichen Verteilung von Lebellsgemeinschaften bei gleichzeitiger Beriicksichtung

mehrerer Replikate, denn die Planktonprobel1 werden fixiert, auf Polykarbonatmembranen

konzentriert und sind bei -20°C flir Hingere Zeit lagerfahig. Aufgrund der Fixierung und

KOllzentration des Probenmaterials bleiben meist nur sehr wenlge distinkte

morphologische Eigenschaften der oft sehr fragilell Einzeller erhaltel1 (Jerome et al.,

1993). So komlell lediglich Summellparalneter, wie z.B. die Abundal12 aller heterotrophen

(HNAN) odeI' phototrophen (lnixo- und autotrophen; PNAN) Nanoplankter bestiImnt

werden (Berninger et al., 1991a; Calbet et al., 2001; Caroll, 1983). Die Unterscheidullg der

Emahrungsweise erfolgt hierbei anhand der roten Autofluoreszenz chlorophyllhaltiger

Zellen unter Grtinlichtanregung iln Epifluoreszel1Z1nikroskop. Die Identifizierung einzehler

Organismen luit Schliisselfunktionen innerhalb des Inikrobiellen Nahrungsl1etzes ist auf

diese Weise allerdings nicht moglicll.

Die molekularbiologische Analyse von Organismen aus verschiedenen Habitaten

mittels Fluoreszenz in situ Hyblidisierung (FISH) mit spezifischen rRNA-gericbteten
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Oligonukleotidsonden erwies sich als bahllbrechend bei der Identifizierung und

Quantifizierung von Prokaryoten (Kapitel 4). Das Potenzial dieser Methode ist allerdiIlgs

abhangig von der Anzahl der verfiigbaren rRNA Sequenzen in offentlichell Datenbanken,

denn die Spezifitat der FISH-Sonden auf definierte phylogenetische Gruppen kann nur

anhand bislang bekannter Sequenzell allgegebell werden. Mit der stets wachsenden Anzahl

von eukaryotischen I8S rRNA Sequenzen aus aquatischen Habitaten (Diez et aI., 2001;

Lopez-Garcia et al., 2001; Moon-van der Staay et al., 2001; Stoeck and Epstein, 2003)

wird diese Methode fur die Protistenokologie zunehmend attraktiver. Sie besitzt das

Potellzial, die black box der l1eterotropl1en und phototropllell Nanoflagellaten iImerhalb des

mikrobiellen Nahrungsnetztes zu offnen und die okologische Bedeutung definierter

phylogenetischer Gruppen zu klaren.

Fur eine routinemaBige Anwendung von FISH auf Protistenzellen aus

Umweltproben sind allerdings grundlegende Abandeluugen der bisherigen Protokolle

erforderlich. Die oft sehr geringen Intensitaten der Hybridisierungssignale mit einfach­

fluoreszenzll1arkierten Oligonukleotidsonden konnen auch bei Inarinen Protisten

signifikant verstarkt werden durch den Einsatz von HRP-markierten Sonden und

fluoreszenzlnarkierten Tyralniden (Not et al., 2002). III der genannten Studie wurden

allerdings ausschlieBlich phototrophe Protisten analysiert. In anderen Arbeiten wiederum

wurdenlediglicll heterotrophe Protistell untersucht (Caron et al., 1999; Fried et al., 2002;

Lim, 1996; Lim et al., 1999; Rice et al., 1997).

fusbesondere innerhalb der okologiscll bedeutenden, aber phylogenetisch sehr

diversen Gruppe del" Nanoflagellaten treten unterschiedliche Ernahrungsweisen bei ZUlli

Teil pllylogenetisch eng verwandten Alien auf (Cavalier-Slllith, 2000). Gegenwartig geht

dieser okologisch auBerst relevante Ul1terschied durch die molekularen Farbelnethoden

allerdings verloren. Bei del" Untersuchung kOlnplexer planktischer Protistengemeinschaften

mit FISH verllindert die Uberfarbung der Chlorophyllautofluoreszenz phototropher

Organislnen durch die ublichell Fluoreszenzfarbstoffe eille Unterscheidullg zwischen

hybridisierten und autofluoreszenten Zellen, sowie zwischen hybridisierten heterotropllel1

und phototropllen Zellen.

17



EillIeitung

7. Zielsetzung dieser Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurden die taxonomische ZusalTIlnensetzung und die

Populationsdynamik des milaobiellen marinen Planktons der Nordsee vor Helgoland

untersucht (Station ,Helgoland Reede', 54.09 N, 7.52 0). Der Schwerpunkt lag hierbei auf

den taxonspezifischen Abundanzanderllngen irl11.. erhalb der Bakteriengemeinschaft sowie

dem Aufdecken lTIoglicher Zusalmnenhange dieser Variabilitat zu abiotischen und

biotischen Faktoren.

1m ersten Teil der Arbeit wurden die innersaisonalen, zeitlich feinskaligel1

Abundanzanderungen verschiedener Populationen des Bakterioplanktons in situ analysiert.

Dazu wurdell in drei aufeinanderfolgenden Jahrell im Fliihjahr bzw. Somlner tiber einen

Zeitraum von vier bis mnf Wochen werktagliche Proben untersucht. Parallel zur Analyse

der bakteriellen PoplllationsdynalTIik mit Hilfe der Fluoreszenz in situ Hybridisierung und

Tyramidsignalverstarkung (FISH-TSA) wurden physiko-chemische Parameter und die

Abundanzen VOIl heterotrophen und phototrophen Protisten bestimlnt. Danlit sollte nacll

moglichen Zusalnmenhangen zwischen der Variabilitat verschiedener

Bakteriellpopulationen und abiotischen und biotischen Faktoren gesucht werden. Dies

sollte letztendlich Aufschluss tiber die Stabilitat individueller Bakterienpopulationell bei

wechselnden Umweltbedingungen geben.

1m zweiten Teil dieser Studie stand die Frage nach moglichen _direkten

Interaktiollen zwischen Bakterien und heterotrophen Nanoflagellaten (HNF) im

Vordergrund. Konkret soBte die Hypothese gepriift werdell, dass die schnell

anreicherbaren Mitglieder del" planktischen y~Proteobakterien (Kapitel 4) trotz ilrrer

potenziell hohen WacllstulTISraten in Anwesel1heit von HNF keine signifikanten

Populationen ausbilden kop..nen. Zu diesem Z\veck \vurden drei unterschiedliche Rauber-

Beute-Szenarien simuliert (unlnanipuliertes, 0.8 Jlm-filtriertes und 1: 1O-verdiinntes

Standoliwasser). Anhand der slch entwickelnden Populatlonsdynalniken soHte in den drei

Behandlungsansatzen die unterschiedliche Mortalitat individueller Bakterienpopulatiollen

dUTch den selektiven FraBdruck der HNF nachgewiesen werden.

Der dritte Teil der Arbeit widmete sich der Verbesserung der FISH-Methodik, urn

neben den Bakterien auch die Flagellaten, lIlsbesondere die kleillen Arten des marinen

Planktons, routinenla13ig taxonomisch besser aufzutrel11len. Flagellatell in der Wassersaule

der -Deutschen Bueht sollten mittels FISH-TSA mit I8S rRNA-gericllteten

Oligonuk.leotidsonden identifiziert Ulld quantifizieli werden. Dartiber hinaus wurde ein
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Fluoreszel1zfarbstoff gesucht, der nicht mit delTI ElTIissionsspektrUlTI von Chlorophyll a

iiberlappt, urn tJ'otz der FISH-Farbung zwischen auto- und heterotrophen Emahrungstypen

ullterscheiden zu konnen. SchlieBlich wurde das Protokollinit neuentwickelten Sonden fur

okologisch interessante Gruppen von Nano- (und Pico-) flagellaten an Reinkulturen und

Umweltproben validiert.
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B Ergebnisse und Diskussion

lIn folgel1den werden die Ergebnisse der einzelnen Publikationen zusamnlengefasst und im

Zusamlnenhang diskutiert. Dieser Abschnitt soIl allerdings nicht die detaillierten

Diskussionen der Einzelpublikationen ersetzen, auf die deshalb an dieser Stelle verwiesen

wird. Ausfiihrlicher werden hier Aspekte erHiutert, die in den Publikationen nicht odeI' nul"

kurz bellandelt werden.

1. Innersaisonale Variabilitat mikrobieller Planktongemeinschaften in der

Deutschen Bucht

1m Rahmen elner Umweltstudie wurde die innersaisonale Variabilitat des Pico- und

Nanoplanktons in der Deutscllen Bucht der Nordsee (Station Helgoland Reede: 54.09 N,

7.52 0) untersucht. Die Beprobllngen erfolgten in drei Untersuchungszeitraumen von

jeweils vier bis fulf Wocllell ill1 August / Septeinber 2000, Mai / Juni 2001 und

August / September 2002. Werktaglich durchgefiihrte Probennahmen ennoglichten eine

feinskalige temporare Auf10sung der Dynamik der Pico- und Nanoplanl{tonpopulationen.

Innersaisonale Anderungen der Abundanzen und der Zusanlnlensetzung der

Baktel"iengelneinschaft wurdell iln Kontext von abiotischen (allgemeine Wetterlage,

Temperatur, Salzgehalt, Nahrstoffkonzentrationen) und biotischen (Abundanzanderungen

der photo- und heterotrophen Protisten) Faktoren interpretiert.

Die Deutsche Bucht ist ein selrr dynalnisches System mit einer Inittleren

Wasseraustauschzeit von nur 2-3 Monaten. August ist in del" Regel der Monat mit del"

hochsten Niederschlagsmenge, was auch die groBeren Schwankungen des Salzgehalts

wahrend del" zwei Untersuchungsperioden im. August im Vergleich zur Probennahine iin

Juni 2001 erklart. Ein drastischel" Salinitatseinbluch Ende August 2002 auf < 29 psu fiel

zeitlich lnit den hocllsten gemessenen Nahl"stoffkollZentrationen und ungewohnlich starken

}~iederschHigen zusalnrnen, die in 6stelTeich, Tscheehien und Deutschland extrenle

Hochwassersituationen venlrsachten. Auch andere physiko-chemische und biologische

Para111eter unterschieden sich stark im August / Septenlber 2000 und 2002. So waren

beispielsweise 2002 die mittlere Temperatur und die Abundanzen del" Bakterien (Abb. 4)

und des Phytoplanktolls signifikant hoher als 2000. Die Abundanz der heterotropl1en

Nanoflagellaten (HNF) hingegen war iIn August 2002 deutlich niedriger als iIn August

20



Ergebnisse Ulld Diskussion

pC-t-Protco.) == 0.001,p(Bact.)

P(Ros.) < 0.001). Interessantef'Neise unter=

schieden sich die absoluten Abundanzen

(Zellzahl mr l
) diesel" Gruppen jedoch

nicht zwischen den beiden Jahren. Dies

weist darauf 11in, dass die insgesalnt

hahere Abundanz der heterotrophen

Prokaryoten im August 2002 auf andere,

derzeit noch unbekannte Bakterien­

populatiollen zUrUckzufiihren war.

Inl Untersuchungszeitraunl Juni 2001

Date

Abbildung 4: Abtmdanzverlauf der Bakterien und
heterotrophen Nanoflagellaten an der Meeresstation
'Helgoland Reede' iln Untersuchungszeitraum
August 2000 (A) und August 2002 (B).
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2000 (Abb. 4), was vennutlicll auf den stark:eren FraJ3druck durch hohere

Zooplanktonabundanzen lIn August 2000 zLuiickzufuhren \var (Mursys-Archiv,

http://www.bsh.de/MeeresuITIwelt/Mursys/Mursys_00 IIarchiv.hunl). Die taxonolnische

Zusamlnensetzung der Bakteriengemeinschaft variierte ebenfalls deutlich zwischen diesen

beiden Untersuchullgszeitraumen. Der

relative Anteil der Bacteroidetes, y­

Proteobalcterien und Roseobacter spp. an

der prokaryotischen Gesamtgemeinschaft

war im August 2000 signifilcant hoher als

im August 2002 (Mann-Whitney-U-Tests,

stieg die Wassertelnperatur kontilluier1ich an. Wahrend der erstell Halfte dieses Zeitraumes

folgten die Abundanzen Vall HNF und Bakterien denl typischen Muster von Rauber-Beute­

Beziellungen. Ungewohnlich war allerdings, dass sich die Abundanzel1 beider Gruppen

schon deutlich vor delTI Zusalnmenbruch der Phytoplanktongenleinschaft verringerten. Del"

auffalligen AbnahlTIe der prokaryotischen Gesamtabul1danz ging ein signifikanter

Riickgang des Anteils derjelligel1 Zellen voraus, die mit del" allgemeinen Bakteriensonde

EUB 338 detektierbar waren (Abb. 5). Da die phylogenetisclle Analyse der bakteriellen

Zusammensetzung l11it der gegeniiber schwankenden rR-NA-Gehalten robllsten FISH-TSA­

Technik erfolgte (Pemthaler et al., 2002b) und a11ch der Anteil mariner Euryarchaeen nicht

zunahm, war ein GroBteil der Bakterien offensichtlich schon vor del" Abllndanzabnahnle

nicht Inehr lebensfahig. Aus der Literatur ist bekamlt, dass im Plankton periodisch ein

hoher Prozentsatz toter Zellen auftreten ka1ll1 (Heissenberger et al., 1996; Zweifel and

HagstrOlTI, 1995). Die Ursac11e fur den plotzlichen Ruckgang des Anteils lebellsfahiger
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VirenmarIne

elnen moglichenOber

planktische

ungekHil1.

Zellell in dieser Studie bleibt jedoch

Da

Zusalnmell..hang mit dem Stu11TI VOln 3.

Juni kann lediglich spekuliert werden.

Eher ullwahrscheinlich erscheint virale

Lysis als Ursache dieses massenhaften

Auftretens nicllthybridisierbarer Zellen.

Wirktlng auf die doch sehr diverse
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Parallel ZUID allgelneinen Riickgang der

Inittels FISH detektierbaren Zellen sank

auch der Auteil der Gemeinschaft, der

Abbildung 5: Abundanzverlauf der Bakterien und
heterotrophen NanoflageUaten an der Meeresstation
'Helgoland Reede' iin UntersuchungszeitraUlTI Juni
2001 (A) und Detektionsrate der Bacteria nach FISH­
TSA Init def Sonde EUB 338 iln gleichen Zeitraum
(B).

Bal(teriengemeinschaft hervorzurufen.

durch die untersuchten Bakterienpopulationen erklali werden konnte. Deln anschlie13end

beobachteten Wiederanstieg der FISH-Detektionsrate folgten allerdings lediglich Velireter

der marinen Roseobacter mit einer Zunahme der relativen Abundanz. Mit der

Gruppensonde ROS 537 war allerdings nicht zu kHiren, ob es sich hierbei wOlnoglich nur

urn Verschiebungen innerhalb dieser Gruppe handelte. AIle anderen untersuchten

Bakteriengruppen kOl1l1ten iIll1erhalb des UntersuchungszeitraUlTIS ihre ursprunglichen

relativen Abundanzen nicht wieder etablierell.

Die allgemeinen FISH-Sonden fiir die Gruppen Bacteroidetes (CF 319a) und y­

Proteobakteriell (GAM 42a) hybridisieren wahrscheinlicll lnit einer Vielzahl 6kologisch

distinl(ter Populationen. Bacteroidetes reprasentierten in allen Untersuchungsperioden ca.

20-40% der Gesamtzellzahl. Diese Abundallz Wllrde auch in anderen Untersuchungen der

Deutschen Bucht und anderen kiistennahen Habitaten gefunden (Cottrell and Kirchman,

2000a; Eilers et al., 2001). Gegenwartig kann nur ein Anteil VOll ca. 10% dieser wichtigen

Gruppe des heterotrophen Picoplanktons taxonolnisch weiter aufgeschliisselt und der

Gluppe ~vtophaga n1arinoflava / C. latercula (Eilers et al., 2001) zugeordllet werden. 1m

Gegensatz dazu konnten bis zu 75% der ebenfalls bedeutenden y-Proteobakterien durch die

beiden Untergruppen SAF,- 86 Ul1d l'JOR 5 erldart vv'"erden. 1m Mittel betrug die Abundal12
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del" y-Proteobakterien ca. 10-18% del" Gesamtbakterienabundanz. Jedoch waren rasche

Anderungen lnit Spitzenwerten his zu 34% fUr diese Gruppe charakteristisch Ulld

spiegelten sieh aueh in den hohen wochentliehen Variallzl(oeffizienten wieder (Abb. 6).

Diese hobe Variabilitat kann nul" bedingt dul"eh die ebenfalls sehr variable Gruppe SAR 86

erldart werden. Es ist bel(annt, dass andere

6). DieseVarianzkoeffizienten (Abb.

experilnente weisen jedoch darauf hin, dass

diese Arten sehr effizient durch den

FraBdruck von HNF unterdriickt werden

(Beardsley et al., 2003; siehe Kapitel 2). Da

diese Artell 1m InaI'iIlell Pelagial der

Deutschen Bueht bisher nur in sehr geringen

Abundanzen detektiert worden sind (Eilers et

al., 2001), wurden sie in dieser Untersuchung

nieht berucksichtigt. Es lasst sich daher nur

spekuliere11, ob die hohe wocbentliehe

Variabilitat der y-Proteobakterien durch

kurzlebige Bliiten soleh opportunistiseher

Bakterien ausgelost worden sein konnte. 1m

Gegensatz zu den Bacteroidetes und y­

Proteobakterien bildeten die marInell

Roseobacter spp. sehr stabile Populationen

(Abb. 7) mit nur niedrigen wochentliehen

(Eilers et al., 2001). Unsere lnkubations-

planktisehe Vertreter del" y-Proteobakterien,

beispielsweise Alter01110naS spp., Co/we/lia

spp., Pseudoalterolnonas spp. und Vibrio

spp. in del" Lage sind, sehr schnell auf

veranderte UlTIweltbedillgungen zu reagieren

Ergebnisse weisen darauf hin, dass die

versclliedenen phylogenetischell Gluppel1

glundsatzlich unterschiedlieh auf sich

verandemde U1TIweitbedingu1lgell reagieren.
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Val'iationskoeffizienten del' l'elativen
Abundanzen von Baktel'iengnlppen, die mit
den Sonden CF 319a (Bacteriodetes, A), ROS
537 (Roseobacter spp., B), GAM 42a (y­
Pl'oteobakterien, C) und SAR 86-1249 (SAR
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Zusanlrnenfassend lasst sich sagen, dass die kurzfristige Valiabilitat illl Pelagial der

Deutschen Bucht offensichtlich ein wichtiges Phanomen ist, das bei den iiblichen

wochentlichen bis mOllatlichen Beprobungsintervallell nicllt entsprechend berucksichtigt

wird. Die Stabilitat der untersuchten Bakterienpopulationen variierte deutlich innerhalb

und zwischen den lahreszeitel1 sowie zwischen aufeulallderfolgenden lahren. Weiterhin

wurden auf taxonomischer Ebene Unterschiede bezilglich der Populationsstabilitat

Abbildung 7: Zeitlicher Verlauf der relativen Abundanzen von Bakterien­
gnlppen, die mit den Sanden ROS 537 (Roseobacter spp., A+C) und SAR 86­
1249 (SAR 86-Gnlppe, B+D) detektiert wurden. Linke Seite: August 2000,
rechte Seite: August 2002.
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\viesen (Abb. 7). Gegenwaliig kaml noch nicht beurteilt werden, in welchem AusmaB die

gruppenspezifischen Muster del" Variabilitat auf horizontale Verfrachtung mit dem

Wasserkorper oder auf zeitliclle Sukzession und lnikrobielles Wachstum zurUckzufiihren

sind.

2. Rauber-Beute-Interaktiollen zwischen Bakterien und heterotrophen

Nanoflagellatell der kfistennahen Nordsee

In einem Inkubationsexperiment wurde all Wasserprobell der Statioll Helgoland Reede die

Hypothese iiberprtift, dass schnell anreicherbare, in diesem Sinn opportunistische, marine

y-Proteobakterien von uberdurchschnittlicher ZellgroBe im Plankton dureh Rauber
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unterdriickt werden. Zu diesem Zweck

wurden drei uIlterschiedliche Rauber-Beute-

zweimaligedurchNanoflagellaten)

0.8 fill entfemt. ErwartungsgemaJ3 (Eilers

Szenarien simuliert, in denen die Dynamik

von 'Bakterienpopulationen tiber elnen

Zeitraum von sechs Tagen verfolgt wurde.

Im ersten Behandlungsansatz

wurden Bakterienrauber (heterotrophe

Vorfiltration erner Wasserprobe tiber

Filtermembranen mit einer Porenweite von

et al., 2000b) wuchsen innerhalb von 48 h

Bakterien aus der Verwandtschaft von

Alteromonas spp. zu hohen Dichten an

(...Abb. 8). Vennutlich aufgrund von Fehlern

i~ Filtennaterial (Torrella and Morita,

1981) ist es jedoch faktisch unmoglich,

kleine Protisten auf diese Weise vollstandig

auszuschlie13en, so dass sich in unserem

Experiment bereits nach wenigen Tagen

wieder eine schnell wachsende Population

heterotropher Nanoflagellaten (HNF)

ausbildete. Unsere Hypothese sagte rur
diesen Fall eine iiberproportionale

Abnahme von AIteromonas spp. voraus.

In einem zweiten Ansatz wurde eine

• Prefiltration
~ Dilution

15 0 Untreated

10 '<j.'

,~
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5 0-

0

20

Days of incubation

5 L:£ : .
o~~~

20 Vibrio
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Abbildung 8: Relative Anteile der Gattungen
Altero;rzonas, Pseudoalteromonas unci Vibrio an
der mikrobiellen Gesamtgemeinschaft in den
verschiedenen Behandlungen. Durchgezogene
Linien reprasentieren die mittels logistischer
Regression modellierten AbundanzverHiufe,
gestrichelte Linien stellen obere und untere
Grenzen des 95%-Konfidenzintervalls dar. .

o ...t..,----r-----r-----I.r!---.;;r----,-

: 20 1Pseudoalteromonas

o 15
CO......,
o 10........

Wasserprobe 1: 10 mit 0.2 J.1m vorfiltriertem Standortwasser verdiiImt. Einerseits reduziert

die Verdfumung den FraBdruck auf die Bakterien aufgrund einer geringeren

Begegnungshaufigkeit (encountering rate) von Rauber und Beute. Andererseits bewirkt die

Verdiinnung veffi1utlich eine Substratzufuhr durch das O.21J.m filtrierte Wasser (Goldman

and Dennett, 1985) sowie eine hohere Substratverfiigbarkeit pro Bakterienzelle. Dadurch

verringert sich in diesem Ansatz die Konkurrenz urn Ressourcen zwischen den

Bakterienpopulationen. Auch bei dieser Behandlung nahm erwartungsgemaB die

Abundanz von Alteromonas spp. zu. Zusatzlich bildeten Bakterien der Genera
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Pseudoalteromonas spp. und Vibrio spp. ebenfalls dichtere Populationen aus (Abb. 8). Die

Anreicherung dieser beiden Gruppen kann auf die vertLl1derten }-~ahrstoffverhaltnisse

infolge der Verdiinnung zUrUckgefiihrt werden. Laut unserer Hypothese sollten auch in

diesem Ansatz die relativen Haufigkeiten dieser drei Gattungen mit dem Wiederanstieg der

Protistenabundanzen abnehmen. In beiden Behandlungsarten (Filtration und Verdiinnung)

wurde eine iiberproportionale Abnahme der opportunistischen y-Proteobakterien bei

steigendem FraBdruck durch HNF festgestellt und somit die Ausgangshypothese bestatigt.

1m dritten Ansatz mit unmanipuliertem Standortwasser, d.h. bei Anwesenheit der

natiirlichen Rauberpopulation, konnten diese Gattungen der y-Proteobakterien wie erwartet

keine hohen Abundanzen ausbilden. In

allen drei Behandlungsarten wurden

auBerdem die .Populationsdynamiken

von Bakterien mit durchschnittlicher

ZellgroBe verfolgt. In diesen

Kontrollgruppen (Roseobacter spp.,

Vertreter des NOR5-clusters und der

Cytophaga lnarinoflava / C. latercula ­

Gruppe) wurden keine behandlungs­

spezifischen Effekte beobachtet

(Abb. 9). Das statistische Verfahren der

gemischten logistischen Regression mit

festen Effekten rur Zeit und Behandlung

und zufalligen Effekten fUr Replikate

erwies sich als geeignet rur die Analyse

von PopulationsverHiufen aus binaren

Datensatzen (Prozentwerte). Durch die

Bestimmung der mittleren Kurven­

verlaufe und ihrer Konfidenzintervalle

konnte mittels Likelihood-Quotienten­

Tests eine statistische Aussage darliber

getroffen werden, welche Organismen in

ihren individuellen PopulationsverHiufen

signifikante Unterschiede zwischen den

Behandlungen zeigten.

51 234
Days of incubation

o

Abbildung 9: Relative Anteile der Bakterien aus der
Verwandtschaft Roseobacter spp. und Cytophaga
marinoflava / C. latercula Wld cler NOR5-Gruppe
an der mikrobiellen Gesamtgemeinschaft in den
verschiedenen Behandlungen.
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oder verdiinntem Nordseewasser fiihren im

Flasclleninkubationen lnit filtriel1elTI

allgemeinen zu einem Anstieg des Anteils

groBer y-Proteobalcterien an der bakteriellen

Gelneinschaft und zu einer Erhohung der

tnittleren bakteriellen ZellgroBe (Eilers et al.,

2000b; Fuchs et al., 2000). In der vorliegenden

Studie stellten Altero1110nas spp., Pseudo­

alteromonas spp. und Vibrio spp. ca. dreiviel1el

aller y-Proteobalcterien. Diese Bakterien waren

bakteriellediealsgroBersignifikant

Abbildung 10: Mittleres Zellvolulnen (±
Standardfehler) aller FISH-gefarbter Bakterien
und einzelner Bakterienpopulationen in der
1:10-Verdi.innung am Tag 2. Verwendete
FISH-Sonden: EUB 338 I-III, aIle Bakterien;
ALT ]413, Alterolnonas spp.; PSA 143,
Pseudoaltero1110nas spp.; GV 822, Vibrio spp..

EUB338 ALT1413 PSA184 GV822
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Gesalntpopulatioll (Abb. 10), was Befunde Vall Pemthaler et al. (2001 a) bestatigt, die

zeigten, dass Pseudoaltero1110nas offensichtlich in keiner Wachstumsphase elne

fraBgeschutzte ZellgroBe anniffilut. SOluit fielen diese Bakterienpoplliationell ins

bevorzugte Beutegro13enspektrum heterotropher I'-..Janoflagellaten (Jurgens and Matz, 2002).

Der Zusallllnel1hang zwischell den

Abbildllng 11: Zusalmnenhang zwischen der
Zellzahl del' heterotrophen Nanoflagellaten
lmd der Anderungen der relativen
Abundanzen von Alter011'lOnaS spp., Pseudo­
alterolJ10nas spp. und Vibrio spp. in der 1: 10­
Verdi.innung. Negative y-Werte zeigen einen
sinkenden Anteil an der Gesalntgelneinschaft
an.
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Bakterienpopulationen dieser drei Gattungen

und dell Rauberpopulationen wird schlieBlich

durcll die signifikant negative Korrelation

zwischen den relativen Abundanzanderungen

von Altero711onas spp., Pseudoalteron10nas spp.

und Vibrio spp. und den HNF-Abundanzen im

Verdunnungsansatz unterstlitzt (Abb. 11). Da

viele bakterivore Flagellaten groBenselektiv

fressen (Gonzalez et al., 1990; Simek and

Chrzanowski, 1992), ist die iiberproportionale

Abllahlne der relativell Abundallzen dieser y­

Proteobakterien zwischen den Tagen 3 und 5

daher sehr wahrscheinlich auf selektive

FraBmortalitat zuriiclczuruhren. Ein derartiger Einfluss des groBenselelctiven FraBdruclcs

auf die taxonolnische Zusalnmensetzung der Bakteriellgemeinschaft wurde bisher

ausschlieBlich in limnischen Systelnen llachgewiesen (Hahn and Hofle, 1999; Hahn and

Hofle, 2001; JUrgens and Matz, 2002; Jiirgells et al., 1999; Pelnthaler et al., 1997;

Pemthaler et al., 200 1b; Simek~ et al., 2001; Simek et al., 1997). Die vorliegende Studie
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liefert wahrscheinlich die ersten experimentellen Hinweise flir die Giiltigkeit dieses

konzeptionellen ModeIls in marinen Habitaten.

Die Ergebnisse dieser Studie weisen darauf hin, dass der l(lassische Zusanllnenhang

zwischen der Diversitat einer Gemeinschaft und der selektiven MOI1alitat durch FraBdruck

(Tansley and Adamson, 1925) auch auf pelagische lnikrobielle Gemeinschaften

iibe11ragbar 1St. Dies mag insofem von allgemeinerem Interesse sein, als dass die Gattung

Vibrio allch pathogene Alien beinhaltet, welche ill Kiistengewassenl verbreitet sind und

unter Umstanden durch Protisten kontrolliert werden konnten (Cllala"aborty et al., 2000;

Colvvell and Huq, 1999; Colwell et al., 1981).

3. Entwicklung eines Protokolls zur Anwendung der FISH-TSA-Methode ffir

eukaryotisches Nanoplankton

In den ersten beiden Teilen der Arbeit wurden die Protisten \vie in vielen okologischen

Studien ublich (z.B. Berninger et aI., 1991a; Carrick et al., 1991; Havskum and Slgoldborg

Hansen, 1997) grob nach GroBe und Ernahmngsweise klassifiziert. Wie die Umweltstudie

(Teil 1) zeigte, besteht das marine lnikrobielle Plankton aus taxoll0Inisch komplexen

Lebensgemeinschaften lnit vielfaltigen Wecllselwirkungen untereinander sowie mit

Abhangigkeiten von abiotischell Umweltfaktoren. Das InkubationsexperiInellt (Teil 2)

em10g1ichte gezielte und quantifizierbare Aussagen iiber Wechselwirkungen zwischen

Teilpopulationen des Bakterioplan.ktons bekannter Identitat auf der einen Seite und den

11eterotrophen Nanoflagellaten als l1icht weiter aufgeschlusselte Organismengruppe auf der

anderen Seite. Zweifelsohne ist es fur cH(ologische Studien ebenso wunschellswel1, auch

die Protisten auf effiziente Weise quantitativ zu identifizierel1. Aussagen tiber die

taxonolnische Identitat k6nnell durch den Vergleich Init kultivierten Vertretenl Hinweise

auf die Lebensweise verschiedener Arten VOll heterotrophen Nal10tlagellaten geben.

Dariiber hinaus wurden mit diesem Forschungsallsatz auch bisher unbekannte, d.h. nicht

kultivierte Gnlppen im Inarinen Plankton entdeckt (Massana et al., 2002).

In del" vorliegenden Arbeit wurde ein Protokoll fiir die Fluoreszenz in situ

Hybridisierung lnit Meen4 ettichperoxidase- (HRP-) Inarkierten Oligonukleotidsonden in

Kombination mit einer Tyramidsignalalnplifizierullg (TSA) an Protisten entwickelt. Durch

dell Eillsatz eines neuen Fluorochroms (A1exa350cE) erlaubt dieses Protokoll die Detektion

und Quantifizierung von phylogenetischen Protistellgruppen bei gleichzeitiger
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Klassifizierung ihres trophischen Status (autotroph / heterotroph). AhnIich dem DNA­

Farbstoff 4', 6'-diamino-2-phenylindole (DAPI) emittiert def Fluoreszen..zfarbstoff

Abbildung 12: Epifluoreszenzmikroskop-Aufnahmen von Nanoplankton aus
Kulturen und Umweltproben. Der MaBstab (10 Jlm) ist fur aIle Bilder giiltig. a+b:
Mischkultur von Ochromonas sp. (mixotroph) und Paraphysomonas imperjOrata
(heterotroph). c-p: Nanoplankton aus Nordseeproben. Linke Seite: Blaue
Hybridisierungssignale mit der Sonde EUK 516 bei UV-Lichtanregung; in einigen
Fallen ist die rote Autofluoreszenz von Chlorophyll a zu erkennen. Rechte Seite:
Orange-farbene Autofluoreszenz von Chlorophyll a von photoautotrophen
Organismen bei Griinanregung; rein heterotrophe Organismen zeigen keine oder nur
schwache Hintergrundsignale.
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Alexa350® bei UV-Anregung blaues Licht. So ist es nun maglich, die orange-rote

Chlorophyllautofluoreszenz vom blauen Hybridisierungssignal zu unterscheiden (Abb. 12).

Eingangs wurde die Methode an Hand von Kulturen von heterotrophen und

phototrophen (auto- und mixotroph) Protisten der Gruppe Heterokonta (Stramenopile) mit

der allgemeinen Eukaryotensonde EUK516 (Amann et aI., 1990b) getestet (Abb. 12a+b).

AnschlieBend wurde die Anwendbarkeit des Protokolls auf Umweltproben aus der Nordsee

(Meeresstation Helgoland Reede) iiberpriift (Abb. 12c-p). FISH-TSA mit der allgemeinen

Eukaryotensonde resultierte stets in leuchtend blauen Signalen bei UV-Anregung.

Heterotrophe Zellen zeigten ausschlieBlich ein blaues Hybridisierungssignal, aber kein

bzw. nur ein schwaches Hintergrundsignal bei Griinlichtanregung. Phototrophe Zellen

emittierten bei Grii..1JaPJegung Zllsatzlich leuchtend of&1"J.gefarbenes Licht und oft vlar diese

Chlorophyllfluoreszenz auch als dunkelrotes Signal neben dem blauen

Hybridisierungssignal bei UV-Anregung zu sehen (Abb. 12a+m). Hinzuweisen ist hier auf

die Verschiebung des Emissionsspektrums von Chlorophyll a hin zu langeren

VIellenlangel1. Start cler -ublichen orange-roten Fluoreszenz bei Blaulichtanregung ist die

Chlorophyllautofluoreszenz nach der Hybridisierung bei Griinlichtanregung am starksten

(orange), ein Intensitatsverlust der Fluoreszenz war jedoch nicht zu beobachten. Die Sonde

NON338 (Wallner et aI., 1993), die zu keiner veroffentlichten Protistensequenz revers

komplementar ist, wurde als Negativkontrolle benutzt. Sie zeigte niemals ein positives

Hybridisierungssignal.

Zur Validierung unseres neuen Protokolls zur Quantifizierung von Protisten aus

Umweltproben wurde es mit einer Standardmethode zur Zahlung von Protisten mittels

DAPI / FITC-Farbung und Epifluoreszenzmikroskopie (Sherr et aI., 1993b) verglichen

(Abb. 13). Es konnte gezeigt werden, dass das neue Protokoll zur quantitativen

Bestimmung mariner Nanoeukaryoten geeignet ist und im Vergleich zur Standardmethode

kein Zellverlust beobachtet wurde. 1m Gegenteil, mit Hilfe der FISH-TSA-Protokolls

wurden signifikant hahere Abundanzen von heterotrophem (HNAN) und phototrophem

(PNAN) Nanoplankton detektiert (PCHNAN) = 0.02 und PcPNAN) = 0.01, Wilcoxon-Test fur

gepaarte Stichproben), was hauptsachlich auf die bessere Visualisierung klemer Zellen (2­

3 J.lm Zeiliange bzw. -durchmesser) zuriickzufiihren war. Lim et ale (1996) berichteten

ebenfalls von hoheren Gesamtabundanzen des Nanoplanktons mit biotinylierten

Eukaryotensonden aufgrund einer besseren Detektierbarkeit kleiner und Partikel­

assoziierter Zellen. Organismen mit einer ZellgraBe kleiner als 2-3 Ilm (Picoplankton)

dominieren die Phytoplanktongemeinschaften offener Ozeane (Moon-van cler Staay et aI.,
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Abbildung 13: Epifluoreszenzmikroskop-Aufnalunen von Nano­
plankton aus Kulturen und Umweltproben. Der MaBstab (10
llm) ist fur aile Bilder giiltig. a+b: Mischkultur von Ochromonas
sp. (mixotroph) und Paraphysomonas imperforata (hetero­
troph). c-p: Nanoplankton aus Nordseeproben. Linke Seite:
Blaue Hybridisierungssignale mit der Sonde EUK 516 bei UV­
Lichtanregung; in einigen Fallen ist die rote Autofluoreszenz
von Chlorophyll a zu erkennen. Rechte Seite: Orange-farbene
Autofluoreszenz von CWorophyll a von photoautotrophen
Organismen bei Griinanregung; rein heterotrophe Organismen
zeigen keine oder nur schwache Hintergrundsignale.
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Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung spezifischer Sonden fiir

einzelne Protistengruppen. Bisher war dies fUr phylogenetische Gruppen, in denen

verschiedene Emahrungsmodi auftreten, problematisch, da mittels FISH der trophische

Status der Zellen nicht direkt bestin.1J.lit und frlle Rolle i.lll t~al11-Lll1gsnetzdaher ungewiss
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blieb. Eh~e Losung bietet hier die Entwicklung von Art- bzw. Gattungs-spezifischen

Sonden (Rice et aI., 1997; Caron et aI., 1999; Fried et aI., 2002). Grundsatzlich gilt bei der

Sondenentwicklung fur FISH-TSA und den damit verbundenen Spezifitatstests, class neben

bisher als eLnfach fluoreszenzmarkierte

markierten Bakterien (FLB) festgestellt

werden.

lID

fluoreszenz-mit

Formamidkonzentrationder

Hybridisierungspuffer auch die Sonden- und

TSA-Konzentrationen einen entscheidenden

Einfluss auf die Spezifitat erner eigentlich

perfekten Sondensequenz haben. Daher ist

es sehr wichtig, auch die Spezifitat von

Oligonukleotidsonden zu uberprOfen, die

FraBexperimenten

Sonden eingesetzt wurden.

Ahnlich Wle ill Studien an

planktischen marinen Prokaryoten (Eilers et

aI., 2000a) zeigte sich auch fUr Protisten,

class kultivierte Fonnen wie beispielsweise

der Flagellat Paraphysomonas imperforata

oft sehr niedrige in situ Abundanzen in

marinen Umweltproben aufweisen (Lim et

aI., 1999). Umgekehrt konnten Massana et

ale (2002) mit Hilfe von FISH-Sonden fUr

bisher unkultivierte Gruppen cler

Heterokonta (Stramenopile) quantitativ

bedeutende Populationen einer als "neue

Stramenopile" bezeichneten Gruppe von

heterotrophen Nanoflagellaten im Mittel­

meer nachweisen. Durch die Verwendung

Cy3-markierten Sanden konnten die

phagotrophen Eigenschaften dieser Zellen

jedoch nur in Anreichungskulturen nach

Abbildung 14: Epifluoreszenzmikroskop-Auf­
nahmen von Protisten nach FISH-TSA mit
spezifischen Sonden. a-d: Mischkultur von
Pteridomonas danica (heterotroph, Ziel­
organismus) und Dictyocha speculum (autotroph,
kein Zielorganismus) nach Hybridisierung mit cler
fur Pedinellales / Rhizochromulinales spezifischen
Sonde. ~AaBstab: 10 ;.un. e-h: Eukaryotisches
Picoplankton aus Nordseeproben nach
Hybridisierung mit der Sonde NS4, die spezifisch
:fur eine neue Gruppe der Heterokonten ('novel
stramenopile') ist. MaBstab: 5 11m. Linke Seite:
blaue Hybridisierungssignale bei UV-Licht­
anregung. Rechte Seite: orange-farbene Auto­
fluoreszenz von Chlorophyll a.
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Das hier prasentierte Protokoll ermoglicht simultan die Identifizierung def Protisten

und den }~achwejsvon deren trophischen Status und ist daher technisch weniger aufwendig

als die von Massana et ale verwendete Metll0de. Allerdings ist anzumerkell, dass unser

Protokoll zwischen heterotrophen und phototrophen (auto- und mixotrophell) Zellen

unterselleidet, wiihrend in der von Massana et ale (2002) beschriebenen Methode zwischell

autotrophen und phagotrophen (hetero- und mixotrophen) Organismen unterschieden wird.

Die Quantifizierung des Anteils lnixotropher Zellen an der GesamtkonsUlnption von

Bal<terien ware durch die KOlnbination beider Techniken moglich.

1m Rahmen dieser Arbeit wurdell in Unlweltproben von kiistennaheln

Oberflachenwasser der Nordsee sowohl bereits veroffentlichte als auch neu entwickelte

Sanden eingesetzt. Die hier entv/ickelte Oligonukleotidsonde (PEDI1646: 5'-TTA CCT

Teo ATe GGT AGG-3 ') ist spezifisch fur die Gruppen Pedinellales und

RhizochrOlTIulinales, die innerhalb der Heterokonta zu den Dictyophyeeae gell0ren. Die

Gruppe Pedinellales umfasst bakterivore Protisten beispielsweise der Gattungen

Pteridon10nas und .L4pedinella, die haufig ill Anreicherungskllituren auftreten tiber deren in

situ Abundanz im marinen Pelagial bisher jedoch nur wenig bekannt ist. Die Spezifitat del"

Sonde PEDI 1646 wurden mit Hilfe von Kulturorganisnlen erfolgreieh tiberpriift (Abb.

14a-d). Allerdings zeigte sich, dass Vertreter dieser Gruppe ill den untersuchten Proben aus

der' Deutsellen Bueht lIn August 2002 keine nemlenswerten Populationsdichtel1

ausbildeten. Mit der Sonde NS4, die fiir eine Ulltergtuppe der bisher unkultivierten "neuen

Stralnenopilen" spezifiseh ist (Massana et a!., 2002), wurdell nur vereinzelt Zellen

detektie11 (Abb. 14e-h), deren Abundanz in obengenannten UlTIweltproben jedoch Inaximal

1% des heterotrophen Nanoplanktons (2-20 11111) betrug.

Diese geringen Detektionsraten sollten aber niellt elltll1utigen, da die

Sondenentwicl(lung fur Protisten und ihre Anwendung mittels FISH eine noch sem junge

Disziplin ist. Zusalnmenfassend sei festgehalten, dass die Fluoreszenz in situ

Hybridisierung in Kombination mit einer TyramidsignalverstarI(ung eine hoellsensitive

Methode zur quantitativen Detektion von Protisten aus aquatisehell UlTIweltproben

darstellt. Die Fluoreszenz des UV-anregbarel1 Farbstoffs Alexa350® iiberlappt nicllt ll1it del"

Chloropllyllautofluoreszenz. Die dadurch mogliche simultane Identifizierung des

Ernahrungsstatus erlaubt eine funktionale Kategolisierung der detektierten Organismen als

potel1zieIIe KonSUlnenten oder Produzenten auf der Ebelle der sondenspezifisellen,

phylogelletisehen Gruppe. Dalnit besitzt das Ilier vorgestellte Protokoll das Potenzial zur

Detektion von SehHisselorganislnen 1m mikrobiellen Nahrungslletz.
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Microbial plankton variability

This study addressed the within-season variability of coastal North Sea pico-, nano-, and

mesoplankton c01TIlTIunities with high temporal resolutioll during different seasons and

years. We explored to which extent fine scale temporal changes in bacterial abundance and

comlTIuniry cOlnposition were related to changes of abiotic and other biological parameters.

During all three sampling periods pronounced short-term variability of telnperature,

saliJ.lity, llutrient concentrations, and abundances of photo- and heterotrophic protists was

observed. The stability of the studied microbial populations differed both between seasons

and successive years. The bacterial abundance was approximately 2-fold higiler in AUgllst

2002 than in August 2000, but concurrently the relative contributions of Bacteroidetes, y­

proteobacteria, and Roseobacter spp. were significantly lower. In the June 2001 salnplillg

period the fraction of cells that could be detected by fluorescence in situ hybridization and

tyramide signal alnplification (FISH=TSA) vvith any of the used probes transiently

decreased to approximately half the values than before. However, the reason for this

suddell decline of viable bacterial cells remailled unkJ.l0wn. Furthermore, during all

sampling periods we detected remarkable short-tenn changes ill relative abundallces within

tIle y-proteobacteria, specifically of bacteria related to the SAR 86-clade. In contrast,

members of the genus Roseobacter fonned lnore stable populations with Oilly small daily

variations in relative abundance. Short-tel1n variability thus appears to be a significant

phenomenon in coastal Nortil Sea surface waters, which has been largely neglected by

traditional sampling schemes.

Introduction

The abundance and distribution of bacteria ill both, spatial and telnporal dimensions and

tIle relative contribution of different bacterial taxa to the total community are ilnportant

aspects for defining their role in Inarine environments (Giovannoni and Rappe, 2000).

MallY studies address the spatial variability of marine bacterioplanktol1 cOlnmUllities, e.g.,

the changes of the prokaryotic cOlnmunity composition are analysed along transects

(Porelnba et al., 1999a; Cottrell alld Kirchmall, 2000a; Pemthaler et al., 2002a), salinity

gradients (Benlloch et al., 2002; Bouvier and del Giorgio, 2002) or depth profiles (Kamer

et al., 200 1). Such spatial heterogeneity (patchiness) of bactelial abundance al1d species
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richness has beell recognised evell at the micro-scale level ( Mitchell and Fuhnnan, 1989;

Duarte and Vague, 1992; Long and Azam, 2001).

Most investigations on tIle temporal variability focus on the changes of the bacterial

community composition (BeC) between different seasons. In such seasonal or annual

studies salnples are cOlnmonly takell weelcly, biweekly, or lnonthly ( Pinhassi and

Hagstrom, 2000; Eilers et al., 2001; Heidelberg et al., 2002). However, it is unknown to

what extent these salnples are representative for a givell tilne interval. The significance of

changes between weekly or monthly taken samples could be better interpreted if

telnporally slnall-scale changes within the same water mass were known.

The stability of the microbial community, especially in shallow coastal regions,

lnight be influenced by potentially rapid changes of physico-chelnical parameters in the

environment. In the German Bight of the North Sea possible causes of such variability are

wind, precipitation, hydrology, sediment resuspension, river discharge, and influx of water

of different salinity from the English Channel or tlle Baltic Sea. Moreover, bacteria are also

closely interrelated with ot11er cOlnponents of the marine Inicrobial food \veb, e.g., ~lith

changes in the abundanc~ and distribution of protists. While heterotrophic nanoflagellates

are the Inain consumers of bacterial biolnass (Fenchel, 1982d; Sherr and Shen·, 1984), the

role of diatOTI1S as well as of pigmented flagellates and alveolates might be of two kil1ds,

i.e. they either compete for the same nutrients or are able to enhance bacterial growth by

the release of dissolved organic Inatter (DOM) (Azalll et al., 1983).

III connection with the potentially fast growth rates of bacteria as an indicatioll of

possible response time, one could expect an impact on the stability of bacterial abundance

and community cOlnposition. In order to understand why particular bacterial groups

dominate marine picoplankton communities at certain titnes and locations, it could be

impo11ant to know if all bacteria are equally affected by variations of environmental

conditions, or if some populations are more stable than others.

The Inain goal of our study was to examine the within-seasonal changes of the

bacterial abundances and community composition in the North Sea on the basis of high

frequency salnpling. For the interpretation of our results we carefully considered abiotic

paralneters such as general weather conditions, telnperature, salinity, and nutrient

concentrations. Additionally, biotic factors were detennined and cOlnpared with the

bacterial distribution pattenls. We were interested in exploring whether and how the

temporal changes in bacterial abundallce and composition are related with the qualltitative

changes of photo- and heterotrophic protists. To find out if different bacterial groups
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exhibit the saIne variability with respect to temporal small-scale changes of envirol1mental

condi6ons we focussed on phylogenetic lineages that have been shov/n to build substantial

populations at least telnporarily in coastal North Sea waters (Eilers et al., 2001). This study

was conducted over three sampling periods of four to five weeks, off Helgoland Island in

the Gennan Bigilt of the North Sea.

Materials and Methods

Sample collection. Surface water samples from approximately 1 TIl depth were collected at

the station Helgoland Roads (540 11,18'; N, 7° 54' E) in the Gennan Bight of the North

Sea. Due to the low average water depth of 8 ill the water body is generally well mixed.

Salnpling was perfonned on worl<ing days between 14th of August and 8th of September

2000, 29th ofMay and 28th of June 2001, and 12th of August and 6th of Septelnber 2002.

Abiotic parameters. The general weather conditiol1S were recorded by the

Deutscher Wetterdienst, weather station Helgoland (Vlvl'N.deutscher~v/etterdienst.de).

Water temperature was measured in situ iImnediately after salnple collection with a

calibrated thelmometer. Salil1ity was detennined llsing a salinometer (Guildline Autosal) at

18°C. Concentrations of the nutrients P04
3

-, NH4+, N03-, N02-, Si04 were analysed

photometrically according to tIle Inethods described in Methods of Seavvater .Ana~vses

(Grasshoff et al., 1999).

Bacterial abundance and community composition. Sanlples were fixed with

freshly prepared buffered parafolmaldehyde solution as described in Glockner et ala

(1996). Two parallel subsall1ples of 10 1111 each were concentrated on polycarbonate

membranes (GTTP, diameter: 47mm; pore size: 0.2 11m, Millipore), rinsed with double-

distilled water, al1d stored at -20c e.
North Sea bacterioplankton community structure was analysed by fluorescence in

situ hybridisation (FISH) with horseradish peroxidase (HRP) labelled oligonucleotide

probes and ryramide signal all1plification (TSA) as described previously (Pernthaler et al.,

2002b). In order to prevent cell loss, the filters were elnbedded in low gelling point agarose

(concentration, 0.1% w/v, MetaPhor Bioproducts, Rockland, Maine) before they were

penneabilised by digestion with a lysozyme solution (10 lng mr 1 in 0.05 M EDTA and 0.1

M Tris-HCl [pH 7.5]; Fluka, Taufkircben, Gelmany) for 30 min at 37°C·. Cells on filter

sections were hybridised with HRP-Iabelled oligonucleotide probes (Thenno Electron

Corp., VIm, Germany) targeted to most organiSlTIS of the domain Bacteria (EUB 338)
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(Amann et a!., 1990b), y-proteobacteria (GAM 42a) (~v1anz et aI., 1992), Bacteroidetes (CF

319a) (Manz et al., 1992), Inarine a-proteobacteria of the subgroup Roseobacter spp.

(ROS 537) (GonzaJez and Moran, 1997), lnembers of the C;vtophaga nlarinoflava/C.

latereula lineage (CYT 1448) (Eilers et al., 2001), to bacteria affiliated with tIle SAR 86­

clade (SAR 86-1249) (Eilers et al., 2001) and the NOR 5-clade (NOR 5-730) (Eilers et al.,

2001). The EUB 338 antisense probe NON 338 (Waliller, 1995) served as a negative

control. Additionally, selected samples frorn June 2001 were hybridised with

oligonucleotide probes specific for bacteria including Verrueolnicrobia (EUB 338-V) and

lDlancton-z.ycetes (EUB 338-P) (Daims et al., 1999), for Euryarchaea (EURY 806)

(Pernthaler, Ullpubl.) and for Actinobactelia (HGC 69a) (Amaml et al., 1995) applying the

protocol of Sekar et ala (2003). The probe BURY 806 was applied to all salnples from

Allgust / Septeinber 2002, also. Detailed description of the hyblidisation conditions are

given in (Pemthaler et al., 2002b). Hybridised fIlter sections were air dried and embedded

on Inicroscopic slides USiIlg a previously described Inounting Inix, which contains the

general DNA-stain 4',6'-dialnidino-2-phenylindol (DA...PI, 1 Ilg mr1
) for counterstaining

(Pernthaler et al., 2002b).

Automated cell counts were perfonned as described by Pemthaler et al. (2003).

Cells were visualised by epifluorescence microscopy at 63x magl1ification using a Zeiss

Axioplan II Imaging nlicroscope (Carl Zeiss, lena, Gennany) equipped with lTIotorised

components and a scanning stage for microscopic slides (for details see Pemthaler et ala

2003). Image pairs were acquired with a cooled slow-scan black-and-white charge-coupled

device camera (ORCA, Hamalnatsu, HelTsching, GennaI1Y) and analysed using the iinage

analysis package KS400 (Carl Zeiss Vision, HallberglTIOOS, Gennany). The relative

abundance of hybridised cells was counted as percentages of all DAPI-stained cells in

identical microscopic fields. The total abundance of all DAPI-stained cells was detemlilled

as the mean counts of five parallel filter sections for eacll sample. Between 1000 and

>2000 DAPI-stained cells were enumerated per individual filter section. SalTIples that were

not automatically countable were enumerated using manual image acquisition. Counts

obtained with the negative control probe NON 338 were subtracted froill all other

hybridisatioll counts. For 20 samples triplicate COUlltS were perfonned to establish the

methodological precision of the counting procedure.

Heterotrophic nanoflagellate abundance. Samples were processed as described

in Beardsley et al. (2003). Briefly, samples were fixed with alkaline Lugol's solution (final

coneelltrati011, 0.1 %) followed by particle-free fonnaldehyde (1.8%) and sodium
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thiosulfate (60 Jlg mr l
) at 4°C for 1-24 h. Aliquots of20-50 ml were concentrated on blacl(

polycarbonate membranes (pore size, 0.8 Jlm; Millipore) and double-stained with the

fluorochrolnes DAPI and FITC (1 Ilg mr1 and 33 Ilg n1r1
, respectively; lnodified from

Shen" and Sherr (1993b). Filters were elnbedded on microscopic slides in Cargille-Type A

imlnersion oil (Cargille Laboratories, New Jersey). At least two parallel filters were

produced from every sample. Eukaryotic cells were visualised by epif1uorescence

Inicroscopyat lOOOx magnification (Axiophot2, Carl Zeiss, lena, Gel1.11any) USillg UV and

blue excitation (filter sets ZeissOl and Zeiss09, respectively; Carl Zeiss). Heterotrophic

nanoflagellates (hl~F, cell length of 2-20 Iln1) were distingllished froll1 pigInented (nlixo­

and autotrophic) eukaryotes by the red autofluorescence of the chloroplasts of the latter. 50

microscopic fields of view were counted per polycarbonate nlelnbrane.

Phytoplankton abundance. Surface water samples were fixed with Lugols

solution and 50 1111 of the salnple settled out onto the coverslip of a Utennalll Coul1ting

chamber. The settled cells were then counted under an inverse microscope (Zeiss, Axiovert

135; Karl Zeiss, Gennany).

Statistical analysis. Correlation analyses was performed for the analysis of the

relationship between salinity and tell1perature ill all three years (Spearman rank

correlation). Differences of lneans in temperatures and of relative abundances of bacterial

populations in 2000 al1d 2002, were determined by non-parametric tests (Mann-Whitney-U

test).

Results

Abiotic parameters. The general weather conditions in August / September 2000 were

characterised by lnild air and water temperatures in connectiol1 with low precipitation.

From 14th August to 8th September the water telnperature at the Station "Helgoland Roads"

varied between 16.4°C and 17.8°C (mean, 16.9°C) and slightly decreased towards the end

of the sall1pling period (Fig. 1a). Salinity varied between 30.4 psu and 32.4 psu during the

first ten days of our l11easurelnents and stabilised thereafter at approx. 32.3 psu (Fig. la).

The salinity was significantly negatively correlated with water temperature (R2
= 0.77, r =

0.9, P < 0.001). The nutrient concentrations were at their usual minimal SUlnmer values

(Tab. 1).

The SUlnmer of 2002 was substantially warlner than the average SInce 1971.

Helgoland water temperatures ranged from 17.6°C to 20.0°C between 12th August and 6th
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Septelnber (Fig. 2a). TIle mean vv'ater telnperature duriIlg that salnpling period (18.9°C)

was significantly higher than in August / September 2000 (2°C, V-test, p < 0.001). The

average salinity during this period was 31.7 pSU, but values in August were considerably

DeutscherW. Hansell,

higher (ca. 32-33 psu) and decreased

to 28.3 psu on September 2nd
,

whereas temperatures remained

uncllanged (Fig. 2a). Salinity and

temperature were not statistically

correlated (r = 0.2, P > 0.05). From

mid to end of August 2002 the

concentrations of all analysed

nutrients were comparable to values

of 2000, but showed substantial

peaks at the beginning of September

2002 (Tab. 1).

In 2001 the sampling took

place two mOllths earlier dllring late

spring / early SUlnmer. COlnpared

with the long-ternl nl0nthly average,

May was unusllally WarlTI and dry. A

sudden change of weather to stonns

with wind velocities of up to 60 Ian

occurred at the 3rd of June (pers.
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Fig. 1: Temporal dynalnics of biotic and
abiotic variables Ineasured at marine station
'Helgoland Roads' during August 2000. A:
terI1perature and salinity, B: abundance of
phytoplankton, C: abundance of bacteria and
heterotrophic nanoflagellates.
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Wetterdienst, Station Helgoland).

Most of June was sigllificantly

cooler than the long-term monthly average, and the water telnperature slowly increased

froln 11°C to 15.6°C (average: 13.1°C; Fig. 3a). Although precipitation was significantly

higher in June than in May, the salinity was stable at ca. 32.1 psu (average: Fig. 3a) and

was not statistically correlated (r = 0.3, P > 0.05) to telnperature. The stonn event had no

significant ilTIpact on the water telnperature or salinity, but a 2-3-fold increase in the

concentrations of silicate and phosphate was observed thereafter. AmlTIonium was highly

variable (range: 2-9 J.1.nl01 r ') during the first half of June and declined thereafter. l'Jitrite
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August 2002 and nitrate concentrations showed

ttjpical values for June~ i.e.: on

average 0.5 Ilmol r 1 and IO.51lmol r l
,

respectively (Tab. 1).

Heterotrophic nanoflagelJate and

phytoplankton abundances. Within

one week, in August / September

2000 sampling period heterotrophic

nanoflagellates (HNF) increased eight

fold in abundance from 6.3x102 cells

InrI (Aug. 14th
) to 5.3xl03 cells InrI

(Aug. 22nd
, Fig. Ie). The phyto-
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The total abundance of the

phytoplanktoll was always dominated

by flagellated cells. After an initial

decrease of total phytoplankton

abundance from 3.9 xI03 cells ml- I to

1.6 x103 cells mrI (Fig. Ib), wllich

was mainly caused by the decline of

]voctiluca scintillans, the overall

nU1l1bers increased to a maXimUlTI of

8.1 x103 cells mrl simultaneously with the HNF maXimUlTI. Subsequently, HNF and phyto­

plankton gradually decreased to 1.8x103 cells tTIf I and 1.6 xI 03 cells mr I, respectively, 011

Sept. 8th witll one exception on the 30th of August Fig. 1b+c).

HNF abundances in mid August 2002 were slightly higher than in 2000 (9.9xI02

cells ml-1
). The numbers slowly decreased to 3.5xl02 cells InrI at the el1d of August 2002

and more than doubled thereafter to 8.6xI02 cells mrl (Fig. 2c). In contrast, the total

phytoplankton abundance was 2-3 times higher (1.1-1.6xl03 cells mr l
) in August 2002

tl1an in 2000 (Fig. 2b). At an in situ telTIperature of 19°C in the 3rd week of August the

water was intensively green caused by a bloOlTI of the dill0flagellate G.Ylnnodinil/ln

chlorophorun1. Within one \veek the total phytoplal1kton abundallce, vvhich consisted
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and

Bacterial

abundances

dynamics.

Bacterial

mainly of pllytoflagellates, decreased

(5.3xI03 cells mr 1
), but remained variable

until the end of tIle observation period

(Fig.2b).

TIle abundance of HNF at the end

of May 2001 was 1.3xl03 cells Inr] (Fig.

3c). After the storm on the 3rd of JUIle tIle

abundance of HNF initially decreased but

subsequently increased by a factor of 3

within 3 days. During the first half of June

the total phytoplankton abulldance varied

between 5.7x103 cells mr1 and 9.5x103

cells InrI (Fig. 3b). The phytoplal1ktoll

abundance subsequently decreased to 1.3­

2.3x103 cells l11r
l
. Snlall colonies of

latter colouring tIle water pink.

population

abundances in August / September 2000

varied between 8.9xl05 cells 111r
1 and

June 2001
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Fig. 3: Telnporal dynalnics of biotic
and abiotic variables measured at lnarine
station 'Helgoland Roads' during June
2001. A: telnperature and salinity, B:
abundance of phytoplankton, C:
abundance of bacteria and heterotrophic
nanoflagellates. D: detection of Bacteria
after FISH-TSA with probe EUB 338.
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2.0x106 cells Inri (lnean 1.4x106 cells

InrI; Fig. Ic). Challges of total cell

nUlnbers by factors of 2-3 were COlumOll

within the four weeks of investigatioll. In

August / September 2002 the average

abundance was nearly twice as high

(2.2x106 cells nlr l
), but similar fluctuation

patterns were observed (Fig. 2c). In botll

years the FISH detection rate with the

general bacterial probe (EUB 338) followed the pattenls of total abulldances (Tab. 2). It

ranged between 70-90% of total bacterial abundance (average, 79.5% in both years). The
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to the total picoplankton (corresponding to

average corresponded to 4.2x105 ±1.1x105

cells mr1 in 2000 and 5.3xl 05 ±1.5x105 cells

mr1 in 2002. Bacteroidetes tended to decrease

in relative abundance with lower salillities in

were the most abundant group of bacteria

detected with our set of probes and COIlstituted

15~40% of total counts (Tab. 2). This \vas

equivalent to 20-50% of all bacteria detected

by FISH with tile probe EUB 338 and on

2000 and 2002, but the correlation was not

statistically significant. The C)Jtophaga

marino.flava/C. latercula lineage (CYT 1448)

fOl1.ned only a small fi·action of 2-30/0 of total

picoplankton 011 average in both years (Figs. 4

and 5). This group contributed between 2­

16% (2000) and 2-18% (2002) to the

abundance of the Bacteroidetes. The y-proteo­

bacteria contlibuted on average 14% and 10%

2.1x105 ±1.2xl05 cells mr1 and 2.3x105

_ _ ~~.d .... .._1..... I ,... ..±"I .2x1U' cells ml 4) In August I :september

2000 and 2002 (Tab. 2). This was equivaiellt

to on average 18% and 14% ofFISH detection

with probe EUB 338 in 2000 and 2002,

respectively. However, the y-proteobacteria

fanned temporarily maxima of up to 34% of

total cell counts (equals 40% of FISH

detection witll probe EVB 338). These peaks

were, In part, reflected by one iInpoliant

ROS 537

CYT 1448

NOR 5-730

August 2000

SAR 86-1249

I II

Fig. 4: Temporal dynalnics of
relative bacterial abundances as
detected with probes ROS 537
(Roseobacter spp., A), CYT 1448
(Cytophaga 111arinoflava/C. latercula­
lineage, B), NOR 5-730 (NOR 5­
group, C), and SAR 86-1249 (SAR 86­
group, D) (August 2000).
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evaluation of the metll0dological error from triplicate COUl1tS revealed standard deviatiol1S

of ± 2-5x104 cells mr1 (averages frOITI bacterial populations of different relative

abulldances). In our samples this correspollded to ±3% of total bacterial cell counts.

In both years, Bacteroidetes (probe CF 319a)

subgroup of luanne y-proteobacteria, the
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20 1 A
15

ROS 537
SAR 86-clade (average, 4%; max, 9%;

Figs.4 and 5). Another maline y-proteo-

10 bacterial group, the NOR 5-clade,

n~to
IJOLO

Fig. 5: Tel11poral dynamics of relative
bacterial abundances as detected with

abundance wasThe bacterial

contributed ca. 2% to the total counts (Figs. 4

and 5). NOR5 and SAR86 together

represented between 18-74% of all y­

proteobacteria. The Roseobacter lineage, a

subgroup of marine a-proteobacteria, (probe

ROS 537) contlibuted between 9-17%

(average, 12%, corresponding to 1.7x105

±4.6xI04 cells mr') in 2000 and 6-11 %

(average, 8%, con"esponding to ±1.8x105

±6.4x104 cells mr') to the total bacterial

community (Figs. 4 and 5). The relative

contributions of Bacteroidetes, y-proteo­

bacteria, and Roseobacter to the picoplankton

cOlnmunity cOlnposition were significantly

different between the two sampling periods

ill August /Septelnber 2000 al1d 2002 (U-

tests, p(Bacter.) = 0.003, p(y-proteob.) = 0.001 P(Ros.)

< 0.001) although their absolute cell nUlnbers

were very similar in both years.

approxilnately 2-fold higher at end of May /

beginning of June 200 1 than in August /

September 2000 and 2002. After the stann on

the 3rd of June the total cell numbers as

CYT 1448

NOR 5-730

SAR 86-1249

B

c

o

probes ROS 537 (l?oseobacter spp., A),
CYT 1448 (Cytophaga J11arinoflava/C.
latercula lineage, B), NOR 5-730 (NOR 5­
group, C), and SAR 86-1249 (SAR 86­
group, D) (August 2002).
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detennined by DAPI-counts renlained high for approx. 4 days and steeply decreased

thereafter to 25% of the previous abundance (9.4xlOs cells rnr1
). The total cell nUlnbers

reluained stable for nearly one week and subsequently doubled (15th of June). During the

last weel( of June another sharp decrease or the bacterial abundance was observed

(Fig. 3c). The FISH detection with the probe EUB 338 decreased strongly after the storn1

event from lllore than 80% to 32% of total cell counts (Fig. 3d). In parallel, numerous

sInal1 DAPI-stained particles were observed on all filter preparations between the 5th al1d
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15 th of June. Thereafter, the FISH detection recovered quickly and reached values of 69%

and higher.

The drop of FISH detectability alld of total abulldances in June 2001 was mirrored

In all analysed populations. While Bacteroidetes and Roseobacter recovered to typical

relative abundances (average of last week of June: 16% and 32% of total cell counts,

June 2001

20
A

16

12

8

4

o~~..,....,....,..

10 8

8

ROS 537

CYT 1448

respectively), y-proteobacteria and

members of the SAR 86-clade and the

(vtophaga n1arinoflava/C. latercula

lineage sustained approximately only half

of their oliginal relative abundances (last

weelcs average, 9%, 2% and 3%,

respectively; Fig. 6 and Tab. 2). On

average, the fraction of Bacteroidetes,

together constituted between 43-93% of

all FISH-stained cells, which IS

comparable to the values for 2000 and

2002. Cllanges within the NOR 5-clade

could not be evaluated, because their

relative abundances were close to the4

c NOR 5-730

Roseobacter, and y-proteobacteria

methodological detection limit.

For IllOSt bacterial grollps a

doublillg or reduction to the half of the

size of the population within a season was

observed. By the calcll1ation and

comparison of weekly means and

variances of the relative abundances of

individual bacterial lineages differellt

patterns of variation could be detected.

Bacteroidetes exhibited large changes

between low and high variances (weekly

lneans, 20-38%, S2 = ± 0.2-45, CV = 1­

45%) over a times scale of four weeks,

whereas Roseobacter tended to be more

SAR 86-1249o

6

8

Fig. 6: TelTIporal dynalnics of
relative bacterial abundances as
detected with probes ROS 537
(Roseobacter spp., A), CYT 1448
(Cytophaga nlarinojlava/C. latercula
lineage, B), NOR 5-730 (NOR 5­
group, C), and SAR 86-1249 (SAR 86­
group, D) (June 2001).
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Aug 2000 Aug 2002 June 2001

stable with only moderate changes (weelcly

means, 7-15%, 8
2

= ± 0.3-4.4, CV = 8-29%;

Fig. 7). In both groups changes seem to occur

at comparatively slow rates with only small

changes on consecutive days. On the other

hand, y-proteobacteria, including the subgroup

SAR 86, exhibited pronounced daily

fluctuations (weekly Ineans, 7-20%., 52 = ±
0.3-100, CV = 8-63%, and weelcly means, 1­

15%, S2 = ± 0.3-8.5., CV = 14-94%,

respectively; Fig. 7).

Discussion

nanoplankton communities in the North Sea at

fine teluporal resolution durillg differellt

seasons and years. The German Bight is a

highly dynalnic system with average water

residellce-tilneS-DfonlY-()~L---ye-ars--cSclimt(rt;-

1980). August typically represents the period

of highest precipitation. This was clearly

VIe studied changes of the pico- and
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of salinity fluctuations during the two August

reflected in the significantly larger amplitude

salnpling (Figs. 1a-3a). Nevertheless, the

sampling periods, as compared to the June

Fig. 7: Weekly coefficients of
variation of the relative bacterial
abundances as detected \vith probes CF
319a (Bacteriodetes, A), ROS537
(Roseobacter spp., B), GAM 42a (_­
proteobacteria, C), and SAR 86-1249

(SAR 86-group, D). Vertical lines annual differences in physico-chemical and
separate samplings in June 2001 from
salnplings in August 2000 and 2002. biological paralneters were COllsiderable also

within a single season. For exalnple, the average telnperature, bacterial abundances and

phytoplankton concentrations were sigllificantly higher during August 2002 (Figs. la, 2a),

whereas the abundances of HNF were on average only one third as high as ill August 2000

(Figs. 1C, 3c). In addition, higher abundances of predatory zooplanktoll are reported in

August 2002 (Mursys archive, http://www.bsh.de/MeeresuIDwelt/Mursys/ Mursys_OOl/

archiv.html), which might explain the observed differences in H}.JF nUlnbers between the

61



Microbial plankton variability

two years. At the end of P;\.ugust 2002 salil1ity dropped drastically to < 29 psu (Fig 2a). This

coincided with maxima in nutrient concentrations (Tab. 1), and with unusually high

precipitation that also caused severe floodings in Austria, Gennany and the Czech

Republic. The freshwater input during the second half of August 2002 was moreover

mirrored by a higll variability of nutrient concentrations (Tab. 1) and high fluctuations of

phytoplankton abundances (Fig. 2 b).

Table 1: Nutrient dynalnics of surface \-vater samples from marine station'Helgoland Roads'.

August 2000 August 2002 June 2001

date po,t SiOl NH4- N03-N02- date P04
3

- SiOl NfL- NOJ-N02- date P0
4
.i- SiOl NH4- N03-N01-

[~lmol rtJ [~lmol rt] [~lmolr']

14Aug 0.7 2.5 3.6 6.6 0.5 12 Aug 0.1 2.4 1.0 3.3 0.4 29Mai 0.1 0.3 4.1 14.0 0.4
15 Aug 0.5 2.4 2.1 4.4 0.4 13 Aug 011 1.4 t 0 4.1 0.5 30Mai 0.] 0.4 6.1 12.4 0.3.'T 1.0

16 Aug 0.4 2.4 3.2 3.6 0.4 14 Aug OJ 1.1 1.4 7.1 0.6 31 lV1ai 0.0 0.4 8.8 9J 0.3
17 Aug 0.3 1.6 2.2 3.1 OJ IS Aug 0.3 0.5 0.7 6.0 0.6 1 Jun 0.1 0.6 4.7 12.3 0.3

18Aug 0.2 2.0 1.7 2.0 OJ 16 Aug 0.0 0.3 0.7 5.2 0.5 5 lUll 0.2 1.1 4.9 11.3 0.3
21 Aug 0.2 1.1 1.4 1.6 OJ 19 Aug 0.1 1.2 2.4 2.3 0.2 6 Jun 0.4 1.8 2.3 10.1 0.4
22 Aug 0.2 0.5 1.7 1.2 OJ 20 Aug 0.1 1.8 0.8 1.7 0.3 7 lUll 0.2 1.8 7.8 10.9 0.4

23 Aug 0.2 1.0 0.7 1.0 0.2 21 Aug 0.1 1.8 0.9 1.7 OJ 8 lUll 0.4 1.3 4.3 9.9 0.4
24 Aug 0.3 1.0 0.5 1.3 OJ 22 Aug 0.2 2.2 1.8 12.8 0.4 11 Jun 0.4 1.8 5.0 11.9 0.5
25Allg 0.3 2.3 1.2 2.0 OJ 23 i1...ug 0.0 ., r:: 0.8 1.8 0.2 12 lUll 0 7 1.7 7.5 9.8 0.3.:. • ..J

28 Aug 0.3 2.0 1.3 1.0 0.2 26 Aug 0.1 1.6 1.1 1.3 0.2 13 lUll 0.5 2.4 9.3 13.6 0.5
29 Aug 0.2 2.1 1.8 1.7 OJ 27 Aug 0.1 0.7 1.7 3.5 OJ 14 JUll 0.4 2.0 9.1 10.7 0.5
30Allg 0.2 1.8 1.5 1.9 0.2 28 Aug 0.4 2.7 1.5 4.3 0.3 15 JUll 0.4 2.0 8.0 13.5 0.5
31 Aug 0.3 1.7 1.3 2.1 OJ 29 Aug 0.8 1.6 1.9 14.7 0.6 18 JUll 0.3 1.9 8.4 11.8 0.5

1 Sep 0.3 1.6 0.9 2.1 0.3 30 Aug 0.4 1.9 1.1 7.3 0.4 19 lun OJ IJ 8.9 12.9 0.5
4 Sep 0.4 2.7 2.6 2.0 0.2 2 Sep 0.3 2.4 11.7 18.0 0.4 20Jun 0.2 1.9 6.8 13.6 0.5
5 Scp 0.4 2.7 2.1 2.2 OJ 3 Sep 0.8 6.3 1.3 13.0 0.6 21 lun 0.1 1.6 6.4 10.2 0.4
6 Sep 0.4 3.1 0.6 2.0 0.2 4 Sep 0.5 3.4 2.2 7.4 0.8 22 lUll 0.2 ·1.9 4.9 5.9 0.4
7 Sep 0.3 3.1 1.9 1.1 OJ 5 Sep 0.6 3.3 2.2 7.3 0.8 25 Jun 0.3 1.4 5.3 8.8 0.5
8 Scp 0.4 3.1 0.4 1.4 OJ 6 Sep 0.6 3.9 2.0 6.0 0.4 26 lun 1.1 1.4 3.0 9.0 0.6

27 JUll 0.1 1.2 2.8 7.9 0.6
28 Jun 0.1 1.1 2.4 7.6 0.6

III view of these considerable differences between the two i\.Ugust sanlpling periods

one would not expect to encounter similarities in the composition of the microbial

communities. Indeed, the relative contributions of Roseobacter spp., y-proteobacteria, and

Bacteroidetes were significantly higher in August 2000 than in 2002. However,

considering the differences in total bacterial counts between the two years, it is apparent

that the absolute cell densities of bacteria froln these groups were nevertheless comparable

III the two years. This suggests that these two groups may fonn predicable cell populations

during late summer in the German Bight. It moreover implies that the apparent differences

in total bacterial nUlllbers between the two studied years are likely due to differences in

other bacterial populations.

The June 2001 salnpling period was cllaracterised by a continuous increase In

temperature (Fig. 3a). During the first half of the study period HNF and bacterial

abundances appeared to follow classic predator-prey dynalnics (Fig. 3c). Interestingly,
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both cOlnponents of the microbial food web decreased in abulldances already before a

breakdown of the phytoplankton community was observed (Fig 3b). The decline of

bacterial total abundances was preceded by a pronounced but transient decrease in the

fraction of cells that could by detected by FISH with the general bacterial probe EUB 338

(Fig. 3a, d). To our knowledge, the CARD-FISH technique is largely independent of

growth-related fluctuations in bacterial rRNA content (Pernthaler et al., 2002b), and

Inicrobial cells can be detected by this lnethod even in winter salnples or after prolonged

periods of starvation. We moreover confinned that the abundances of marine

Euryarchaeota, which are allother potential conlponent of coastal NOlih Sea SlUlllller

plankton (Pernthaler et aI., 2002a) were low throughout this season (data not shown). This

indicates that a substantial fraction of bacterial cells during early June 2001 were virtually

devoid of ribosomes, and consequently moribund or dead even before the bacterial cell

nUlnbers visibly decreased (Fig. 3c). Evidence fronl electron lnicroscopy alld specific

fluorescence staining assays suggests that at certain periods the plankton might indeed

harbour 11igh percentages of dead bacterial cells (Zweifel and Hagstrchn, 1995;

Heissenberger et aI., 1996). Presently it is unknown what might have caused such a decline

of viable bacteria in the GeIIDall Bight. The decrease in bacterioplankton FISH

detectability coincided with an unusual storm event that might have increased resuspension

of sedilnent particles that might be Inistakell for bacteria by the DAPI direct count Inethod.

However, such resuspension should then have been reflected in increased total cell

numbers, which was not the case (Fig. 3c). Altenlatively, the observed declille in

bacterioplankton viability lnight be related to viral lysis (Fuhnnan and Noble, 1995;

\Alomlnack and Colwell, 2000). This would be a likely explanatioll if the bacterial

comnlunity had consisted of a single dominant group or phylotype dUling that period. It is,

however, much l1arder to envisage that various specific viruses could have silnulta~eously

attacked different phylogenetic groups as unrelated as, e.g., Roseobacter spp. and Inenlbers

of the SAR 86-clade (Fig. 6). The community contribution of these bacteria significantly

declined in parallel with the drop of FISH detectability, and only Roseobacter could re­

establish its relative il11poliallce ill the microbial asselnblage thereafter. Tllis might in fact

indicate a taxonomic shift within the Roseobacter spp. group that could not be resolved by

the general probe ROS 537.

The general FISH probes for y-proteobacteria and Bacteroidetes, GAM 42a and

CF 319a, likely target a nUlnber of ecologically distinct populations. Bacteroidetes

represel1ted between 20 al1d 40% of total counts during all study peliods, which
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corresponds well with earlier filldings fi·om the Gennan Bight and froln other coastal

habitats (Cottrell and Kirchman, 2000a; Eilers et al., 200 1). At present, only a small

fraction of this important group of coastal heterotrophic picoplanl(ton can be assigned to

specific populations. One subgroup, the c..vtophaga lnarino.flava/C. latercula lineage

(Eilers et al., 2001) contributed only 2-3% to total bacterial counts (Figs.4, 5, 6), which

corresponded to approximately 10% of cells detected by CF 319a. In contrast,

approximately one third of all y-proteobacteria could be identified by only two specific

probes for the SAR 86- and NOR 5-clades. At aIle sanlpling date (June 7, 2001), virtually

all y-proteobacteria were rllel11bers of these two groups.

Table 2: Detection ofBacteria (EUB 338), Bacteroidetes (CF 319a), and y-proteobacteria (GAM 42a) with
FISH-TSA as percentage of DAPI-stained cells.

August 2000 August 2002 June 2001

date EUB 338 CF 319a GAM 42a date EUB 338 CF 319a GAM42a date CF 319a GAM42a

14 Aug 80 40 16 12 Aug 71 27 7 29 ~lai 38 19
15 Aug 70 33 10 13 Aug 70 21 21 31 Mai 3R 18
16Aug 81 28 18 14 Aug 69 27 16 1 lUll 38 23
17 Aug 76 37 II 15 Aug 70 24 7 5 JUll 18 15
18 Aug 75 26 12 16 Aug 71 24 10 61un 16 7
22 Aug 79 25 II 19 Aug 85 34 9 7 lUll 7 4
23 Aug 84 22 14 20 Aug 83 29 10 8 lUll 9 8
24 Aug 85 33 14 21 Aug 83 30 9 111un 10 7
25 Aug 82 36 13 22 Aug 87 30 10 12 lUll 13 8
29 Aug 89 34 16 23 Aug 80 30 10 13 lun 14 8
30 Aug 72 29 16 26 Aug 83 22 8 141un 12 6
31 Aug 80 32 14 27 Aug 80 24 9 15 lun 17 7

1 Scp 84 36 14 28 Aug 85 23 11 181un 25 7
4 Sep 78 28 13 29 Aug 81 17 ]0 191w1 26 10
5 Sep 83 26 10 30 Aug 75 14 14 20 lun 33 8
6 Scp 82 27 34 2 Scp 87 16 12 211un 29 5
7 Sep 76 29 10 3 Sep 80 27 8 221un 29 7
8 Sep 75 29 13 4 Sep 87 26 11 25 lun 31 10

5 Scp 85 22 9 26 lun ?' 8... .J

6 Sep 87 25 II 271ul1 39 8
28 lun 34 9

The high weekly variability in the cOlTIlllunity contribution of members of the

SAR 86-clade is in striking contrast with the relnarkably stable relative abundances of

bacteria related to Roseobacter spp. (Fig 7). From bottle incubations of prefiltered North

Sea water it is known that the abundances of members of the SAR 86-clade are largely

unaffected by slldden changes ill growth conditions (Eilers et a!., 2001). In contrast, some

1~oseobacterspecies can be readily enriched and isolated from coastal seawater (Gonzalez

and Moran, 1997). Tllis could sllggest that various Roseobacter strains lnight cOlllpensate

environmental variability by rapid growth, resulting in the observed apparent stability of

bacteria related to this group ill Gennan Bight waters. On the other hand, Inembers of the

SAR 86-clade appear to be a fundalnentally more variable component of coastal North Sea
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picoplankton. High horizontal fluctuations of these bacteria have also beell reported from

transects across the German Bight (Pemthaler et al., 2002a).

The y-proteobacteria on average contributed between 10 and 14% to total bacterial

counts (Tab. 2). Within this group, occasional peaks of relative abundances of up to 34%

were observed, as reflected in high weel(ly coefficients of variance (Fig. 7, Tab. 2). The

high variability in the cOlnmunity contribution of cells from the SAR 86-clade (Fig. 7) can

only explain a slnal1 part of this fluctuation. The coastal planktonic y-proteobacteria are

knOWll to encompass a set of genera that are ecologically very different from melnbers of

the SAR 86-clade. These bacteria are able to rapidly respond to changing environmental

conditions (Eilers et al., 200Gb). Such fast responding y-proteobacteria are e.g.,

Alterol110n1GS spp., Co/vve/Zia spp., Pseudoalteromonas spp., and Vibrio spp. Evidence

from incubation experilnents indicate that bacteria related to these groups are rapidly

elilninated by selective HNF predation (Beardsley et al., 2003), and usually they are

present in the water COIUffill at very low abundances (Eilers et al., 200 1). Therefore they

were 110t included in the present investigation. One might nevertheless speculate that the

extremely high weekly variability of y-proteobacteria observed sporadically during all

three study peliods (Fig. 7) could be related to sholi-lived blooms of such opportunistic

bacteria.

In summary, short-tenn variability is an impoliallt phenolnell0ll in the water

column of the coastal North Sea that has been largely neglected by traditional sampling

scllemes. The stability of the studied bacterial populations appeared to sigllificantly differ

both between seasons and successive years. During both August sampling periods the

contribution of Roseobacter spp. to the microbial assemblages was surprisingly constant

irrespective of high short-term changes in physico-chemical or other biological parameters

(Fig. 7), whereas Inembers of tile SAR 86-clade always exhibited pronounced fluctuations.

At present, it cannot be distinguished to which extend this contrasting variability is related

to horizontal discontinuities and transport or to telnporal successions and microbial growth

processes.
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Bacterial population dynamics in Inarine emichlnents

Abstract

We studied the growth of six culturable bacterial lineages from coastal North Sea

picoplankton in enviroillllental salnples under different incubation conditions. The grazillg

pressure of heterotrophic l1anoflagellates (HNF) was reduced either by double prefiltration

througll OQ8 ~tm pore size filters or by tenfold dilutions with 0.2 1l1TI prefiltered sea water.

We hypothesized that those y-proteobacterial genera which are rapidly emiched would also

be most strongly affected by ill~F regrowth. In the absellce of H:t~F the mean protein

content per bacterial cell increased in both treatments, as compared to environmental

samples, whereas the opposite trend was found in incubations of unaltered sea water.

Significant responses to the experilnental manipulati01ls were observed in populati01ls of

Altero111011QS, Pseudoalteron10nas and Vibrio. No treatmel1t-specific effects could be

detected for members of the Roseobacter group, the c.,vtophaga latercula - C. nlarinoflava

lineage or the NOR 5 clade. Statistical analysis confinned a transient i11crease in the

propoliions of A ltero111onas, Pseudoalteron1onas a11d Vibrio at reduced HNF densities

only, followed by an overpropoliional declil1e dllring the phase of HNF regrowth. Cells

from these genera were significantly larger than the community average in the dilution

treatments, and changes ill their relative abundances were negatively correlated witll HNF

densities. ,Our findings suggest that bacteria affiliated with frequently isolated genera such

as Alterolnonas, Pseudoalterontonas and f1ibrio 1night~be rare ill coastal North Sea

picoplankton because their rapid growth response to changing environmental conditions is

Couilter-balanced by higher grazing mortalityQ

Introduction

During the past years, our ullderstanding of the ecological impoliance of culturable

and uncultured lineages of marine picoplaJ.11(ton has been repeatedly challenged. For lTIOre

than a decade, direct lTIolecular clonil1g of 1nicrobial 168 rDNA sequences has revealed

high diversity of uncultured bacteria and archaea (11, 15). These microbial lineages were

regarded as more typical for the pelagic enviromnent than mel11bers of the traditionally

isolated genera. However, cloning of peR amplificates has been shown to discriminate,

e.g., against the Bacteroidetes (2), an important group of coastal lnarine bacteria (7) with

many culturable representatives (34). At the saIne time, the ecological i1nportallce of

melnbers from culturable bacterial lineages such as the Roseobacter clade is increasingly
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recogllized (19, 52). Moreover, ilIDovative cultivation approaches have yielded isolates

from previously uncultured bacterial lineages that [orIn substantial populations in the

marine enviromnent (7, 37). The 1110st extrelne positions have been voiced by Pinl1assi et

a1. (34), who argued that the majority of common picoplankton bacteria are able to form

colonies on agar plates and rich Inedia, and Garcia-Martinez et a1. (13), who claimed that

>50% of picoplankton rRNA in deeper Mediterranean waters originates from ,,41teronl0nas

lnacleodii-like bacteria.

Nevertheless, some genera of marine bacteria that are frequently isolated by classic

ZoBell techniques are apparently rare in the picoplankton of coastal North Sea surface

waters, as detennined by direct counts after specific fluorescence in situ hybridization

(FISH) (5, 6). Representatives of such readily culturable bacterial lil1eages with

conspicuously low in situ population densities in the German Bight are A lterOJ110naS ,

Co/welZia, Pseudoalterolnonas, and v7brio (6). Since lTIembers of these genera typically

form larger cells than so-called "oligotrophic" marine isolates (1, 37), we hypothesized that

these opportun.istically grov/ing y-proteobacteria rnight be a prefen·ed target of selective

predation.

Free-living heterotrophic nanoflagellates (HNF) are ubiquitous bacterial grazers

(38, 40). Although the phel10typic prey selectivity of aquatic HNF was first discovered in

marine systelTIS (20, 28), its potential effects on the genotypic composition of microbial

comlTIunities have mainly been studied in freshwaters (22, 25, 33, 44, 45). So far, few

illvestigations have presellted evidence that taxon-specific grazillg effects Inight occur ill

Inarine picopla.nkton. Suzuki (48) reported significant differences in the composition of

peR alnplified Inicrobial 16S rDl~A from 24 h bottle incubations of filtered and ullfiltered

seawater, but the available method did not allow a precise phylogenetic affiliation of the

rDNA in question. Other illvestigations have reported qualitative community changes.

during confinenlent (27, 39), but could not establish a quantitative relatiollship between tlle

dynamics of individual bacterial populations, phenotypic traits of sillgle cells, and HNF

abundances.

We set up incubations of North Sea water in which HNF abundances were reduced

by filtration or dilution, and followed the development of the microbial COl11ffiunity in these

treatlnents during the initial phase of HNF regrowth. Based on previous observations (5),

we presumed that members of different frequently cultured y-proteobacterial lineages

would rapidly establish high densities followillg HNF relnoval, so that the effects of

predation all these bacteria COllld be studied as H}~F populations recovered without the
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additioll of tracer cells frOITI cultures. The dynamics of control groups were also lTIonitored,

i.e., of other bacteria that are also culturable but nevertheless common in the picoplanl<ton.

III addition, the cell sizes of 3 rapidly enriched bacterial genera alld of the total COlTIlUunity

were determined as well as the changes in mean per cell protein content of the bacterial

assemblages during the incubations.

IVIaterials and Methods

Study site and experimental design. The incubation experiments were conducted at the

Biologische Anstalt Helgoland of the Alfred-Wegener Institute for Polar and Marine

Research between August 29 and September 3, 2000. The island of Helgoland is located

approximately 50 Ian offshore in the German Bight of the NOlih Sea. Water was collected

at the samplillg site "Helgoland Roads" (54.09 N, 7.52 E) froln approxilnately 1 m depth in

a pre-rinsed 50 I polyethylene cOlltailler. It was stored at 4°C until further processing

(within 6 h after sal11pling). Three experimental treatments were set IIp in triplicates of 3 1

VOlUlTIe in acid-washed, pre-rinsed 5 1 glass bottles (Schott, Germany). Treatments were:

(i) "Untreated", i.e. bottles were filled with 3000 ml of the unmanipulated sea water; (ii)

"Dilution", i.e. 300 ml of seawater was tenfold diluted with 2700 ml of seawater that had

been prefiltered througll 0.2 }lm pore size filters (Sartorius, Gottingell, Germany); (iii)

"Prefiltration", i.e., seawater was filtered twice through 0.8 }lID polycarbonate membranes

(ATTP, ,diameter, 47 nlm, Millipore, Eschbom, Gennany). The choice of filter types

followed the recommendations of Gasol et al. (14). All bottles were incubated in the dark

at 16°C for five days. Salnples were analyzed daily (day 0 to day 5) to detennine total

bacterial and HNF cell nUInbers, bacterial per cell protein content, and the population

dynainics and cell sizes of selected bacterial groups. At the sall1pling date and during the

first 3 days of the incubations, additional water samples were collected daily at Helgoland

Roads and also analyzed for bacterial numbers and per cell protein content.

HNF abundances. Portions of 100-300 m] were fixed with alkaline Lugol' s

solution (final concentration, 0.1%) followed by particle-free fonnaldehyde (1.8%) and

sodium thiosulfate (60 1lg mr1
) (Inodified from ref. (41 )). Sainples were fixed at 4°C for 1­

24 h. Portions of 20-50 lnl froll1 tllese subsanlples were concentrated on black

polycarbonate membranes (ATTP, dialneter, 25 mill, pore size, 0.8 Ilm; Millipore) and

dOllble-stained with 4'-6-dianlidino-2-phenylindole (DAPI, 1 }lg InrI, staining tiIne, 3 luin)

and fluorescein isothiocyanate (FITC, 33 Ilg Inri; staining time, 6 min) (lTIodified from
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(41)). Filters were elnbedded on microscopic slides in Cargille-Type A immersion oil

(Cargille Laboratories, New Jersey). Two parallel filters were produced for every time

point and bottle and stored at -20oe until evaluated. Eukaryotic cells were visualized by

epifluorescence microscopy at 1000x magnification (Axiophot2, Carl Zeiss, lena,

Gennany). HNF cells (cell length, 2-20 ]..lln) could be unambiguously identified by a

combined inspection at UV and blue excitation (filter sets ZeissOI and Zeiss09,

respectively; Carl Zeiss) to detect bot11 their D.A~I-stained nucleus and their FITC~stained

body outline and -if visible- flagellum. Piglnented (mixo- and autotrophic) flagellates were

distinguished from exclusively heterotrophic fonus by the red autofluorescence of

chloroplasts. At least 20 microscopic fields of view or 200 HNF cells were counted per

polycarbonate Inembrane.

Bacterial abundances and per cell protein content. For bacterial analyses,

portions of 40-100 lnl froin each tilne point and bottle and from ellviromnental samples

between days 0 to 3 were fixed with freshly prepared buffered paraformaldehyde solution

as described before (17). For the detenniIlation of bacterial abundances and protein

content, 4 m! of fixed subsamples were stored frozen until further analysis. Total bacterial

cell nunlbers and the average per cell protein content were determined by flow cytometry

(FACStar Plus flow cytometer, Becton Dickinson, Heidelberg Germany) as described

previously (5, 53). The carefully thawed samples were double-stained witll the DNA

specific stain Hoechst 33342 (HO) and the protein stain SYPRO red (Molecular Probes,

Leidel1, The Netherlands). At least 2000 HO-positive cells were counted per sample.

Counts were converted into nUlnbers of bacteria per nl1 salnple from known concelltrations

of fluorescent beads added to each salTIple. These beads served as internal standard to

normalize SYPRO fluorescence intensity for estimates of the Inean cellular protein content.

Samples from day 0 of the Prefiltered treatlnent for bacterial counts and protein COl1tent

determination were lost by accident.

Bacterial population dynamics and cell sizes. Subsamples of 10 lnl froln the

paraformaldehyde fixed salnples (see above) were concentrated on polycarbonate

lllembralles (GTTP, diameter, 471run, pore size, 0.2 Jlln, Millipore), rinsed with double­

distilled water, and stored at -20 oe. Two parallel filters were produced for every tillle

point and bottle, and replicate samples from two of the bottles were evaluated per

treatlnent.

North Sea bacterioplankton cOIDlnunity structure and populatiol1 dynalnics were

analyzed by FISH as described previously (31). Cells on filter sections were hybridized
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witll 5' Cy3 monolabeled oligonucleotide probes (ThennoHybaid, VItTI, GermallY). The

probes were targeted to all bacteria (EUB 338, EUB 338-11 P, EUB 338-111) (3), y-proteo­

bacteria (GAM 42a) (26), Alteromonas spp. (ALT 1413), Pseudoalterolnonas

spp.(PSA 184) (6), Vibrio spp. (GV 822), Roseobacter spp. (GRb 626) (16), members of

tlle c.-vtophaga latereula-C. marinoflava lineage (CYT 1448) il1cluding two North Sea

isolates, and to bacteria affiliated with the NOR 5 clade (NOR 5-730) (7). The EUB 338

antisense probe l'JOl'J 338 served as negative control. Hybridized filter sections were

counterstained with DAPI (1 }lg mr1
) and embedded on lTIicroscopic slides in a 1:5

mixture of Vecta Sllield (Vecta Laboratories, Burlingalne, CA) and Citiflllor AF1

(Citifluor Ltd., London, U.K.) mounting fluids. Cell counts were performed by

epifluorescence microscopy at 1000x magnification. The abundances ofFISH-stained cells

were detennined at green excitation and counted as percentages of all DAPI-stained cells

in identical microscopic fields. Between 400 and >2000 DAPI-stained cells were

enumerated per sample.

III salTIples from day 2 of the Dilution treatlnents the cell sizes of bacteria that

hybridized with probes EUB 338, AL·T 1413, PSA 184 and GV 822 were determined.

Image pairs of FISH and DAPI stained cells were captured in 10 microscopic fields with a

cooled slow-scan CCD camera (ORCA, Hamamatsu, Herrsching, Gelmany). Since DAPI

staining Inay underestilnate cell sizes (35), all measurelnents were perfonned on FISH

stained preparations. However, objects visible at green excitation withollt colocalized

DAPI fluorescellce were excluded from Ineasurements. Cell edges were established by

previously described strategies (36), and mean cell volulnes were estimated frotTI measured

area and perimeter. Cell size data frOITI the tV/O replicate bottles were pooled. Altogether

> 1000 BUB 338 stained cells were measured, and 150 to 200 cells hybridizing with each

of tIle specific probes.

Statistical analyses. We tested for treatlnent-specific differences in the relative

abundallces of individual bacterial populations from the six studied lil1eages. Changes in

comll1unity contribution of the different bacterial lineages over time were apprOXilTIated by

a mixed logistic regression model with fixed effects for time and treatlnent and randoll1

effects for replicates. This model was chosen as the least cOlnplex equation that could be

fitted to tIle data, alld because it is adaequate for ratio data (range 0 to 1). As a precollditiol1

for the estimation of random effects (i.e. biological valiability of replicates), the precisiol1

of FISH counts at different relative abUlldances was established from separate preparations

(approximately 5%, 25%, and 90% of probe-positive cells, 5 replicates each). This
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empirical factor was then included in a bootstrap analysis, i.e. the random generation of

2000 regression curves. 95% confidence intervals were subsequently calculated frol11 the

distribution of the Kolmogorov-Sll1inlov-distances between the newly generated and the

original regression curves. ~

A two-step Likelihood-ratio test was then applied to detennine if tIle observed data

froin the three treatments could be described by a single regression (common model), or if

tile data could be significantly better approxilnated by different regression curves for

different treatments (separate model). First the common model was tested against the

separated lTIodel in all six bacterial groups. The significance level was adjusted to alpha / 6

(Bonferroni-correction, p == 0.0083) to maintain the experimentwise error rate. Subsequent

pailwise tests between individual treat11lents were conducted only for those groups in

which the common model (i.e., no treatment effects) could be significantly rejected. Due to

the Closed Test Principle for less than 3 painvise cOlnparisons no further alpha adjusonent

was required (47).

III those bacterial groups that were significantly affected by the treatlnents, as

detected by the above analysis, we then tested if the responses in community contributions

of the i11dividual bacterial groups were significantly related to HNF nUlnbers (Speal1.nan

Rank Sun1 correlations). Changes were calculated as the differences between the relative

abundances of the populations on subsequel1t days. This al1alysis was limited to the

Dilution treatlnents, because HNF in the Prefiltration treatment fonned substantial

populatio11s only during the last two days of tIle illcubation period. All calculations were

canied out with the SAS ISTAT package (v.8.2, SAS inc.., Cary, NC).

Results

Total abundances of bacteria and HNF, bacterial protein content. Bacterial total cell

nUlnbers transiently increased during tIle incubations in all three variants and declined

thereafter, whereas no change in abundances was detected in environmental samples

(Fig. 1). Maximum abundances were found after 24, 48, and 96 11 of enrichlnent in the

Untreated, Dilution and Prefiltration treatments, respectively. In the Dilution o"eatInent a

bloOlTI ofHNF followed the bacterial bloom with a delay of one day. HNF were effectively

reduced to <10 individuals mr l by double filtration, but re-established a substantial

populatiol1 in these treatments during the last two days of the experilnent. In the untreated

77



Bacterial poplliation dynalnics in Inarille enrichluents

variants 11igh initial HNF cell numbers were maintailled during the first 48 h, but decreased

thereafter.

Figure 2: Changes in bacterial mean
per cell protein content in the different
treatlnents during the incubation period
(mean ± standard deviation). a.u:
arbitrary units. Hatched bars: daily
salnples ofNorth Sea picoplankton.o 1 2 345

Days of incubation

Figure 1: Cell nunlbers of bacteria and
heterotrophic nanoflagellates ln the
different treatnlents (mean ± standard
deviation). Hatched bars: daily salnples
of North Sea picoplankton.
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Between days 1 and 3 the Inean bacterial per cell protein COl1tent "vas significantly

higher ill the Dilution treatment than in the environlnental samples, and dropped during

HNF regrowtll (Fig. 2). An increase in tile average protein content was also observed in the

Prefiltration treatment between days 2 to 4. In the Untreated variants, protein content per

cell dropped by >50% during the first three days of incubation, as compared to the

environmental values, and slightly increased thereafter.

Community contribution of bacterial groups. The Inajority of bacteria in the

incubations were detectable by FISH with monolabeled probes (Table 1). On average, 79%

of all DAPI-stained cells were detectable in the Dilution and Prefiltration treatlnellts, and

74% in the Ulltreated variants, and detection rates changed little over the incubation

period. The fraction of y-proteobacteria decreased by almost 50% in the Ulltreated

incubations, but almost doubled in the Dilution and Prefiltration treatments. Between days

1 and 5 of the incubation period, an average of 71 % and 77% of all y-proteobacteria were
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affiliated with AlterOlrlOnaS, Pseudoalterolnonas or Vibrio in tIle Dilution and Prefiltratioll

treatments, respectively.

40 Alteromona$,""

.......

5"0.G:~~:~~,;::02~;~:,:$o
20 Vibrio

p
Bacteria

detected by Step 1 Step 2

probe
D=P=U D=P D=U P=U

ALT 1413 <0.0005 <0.0005 <0.0005 <0.0005

PSA 184 <0.0005 <0.0005 <0.0005 0.2865

GV822 <0.0005 <0.0005 <0.0005 0.0350

CYT 1448 0.0990

NOR5-730 0.9460

GRb 626 0.1285

('."0 All DAP1-staincd cells. r.::plicatcs A and B

Phylogenetic group Day 1:10 0.8 ~lm Untreated
Dilution Pretiltration

A B A B A

Bacteria 70 79 84 89 88 82
fprnhe EUB33,,'!-IIIJ 90 72 :-13 H5 Ii I Xl

90 78 73 83 '. 69
90 81 73 78 69 58
82 66 73 78 71 69
79 65 75 74 71 78

Y-Proleobacteria 17 12 13 12 12 19
fprobe GA11,U2oJ 17 17 14 15 12 12

30 28 29 37 S 10
32 27 30 39 X 11
21 11 40 43 9 9
18 20 30 37 8

Table 1: Relative abundances of cells
detectable by FISH with probes EUB338 I-III
(all bacteria) and GAM 42a (y-proteobacteria)
in the various treatments during the incubation
period (0/0 of all DAPI-stained cells).

Table 2: Results of a two-step likelihood ratio
test for significant treatnlent-specific differences
in the studied bacterial groupsa.

54

.. <>

... Prefiltration
<> Dilution
o Untreated

32

.~

~,.,.,

... ,,~':,,:~:~~;t;;;~;~;~~::..:::ii:',. c..- ... :",.;:y-

Pseudoalteromonas

o

5

o

20

15

10

15

10

Figure 3: Relative contributions of the genera
Alterol11onas, Pseudoalter0l710naS, and Vibrio to
the total microbial asseInblages in the different
treatInents. The solid lines represent the
population development as modeled by logistic
regression and the dotted lines depict the upper
and lower lilnits of the 95% confidence
intervals.

a P-values above the critical value indicate
that the pooled data froln several treatlnents can
be equally well described by a single regression
curve (i.e., there were no significant differences
between treatlnents.). Significant values ofp are
depicted in bold. D: Dilution, P: Prefitration, U:
Untreated.

b Bonferroni adjustlnent (critical p-value =

o.oo~cn

Treatlnent-specific differences in the telnporal developmellt of bacterial abundances

were compared by Likelihood-ratio tests. Of the studied lilleages, only bacteria affiliated

with Altero111onas significantly responded to both experimental manipulations (p < 0.001,

Fig. 3, Table 2). In the Prefiltration treatlnent this group telnporarily constituted ahnost

30% of all bacteria, but declined significantly by the end of the experiment, to < 20%. In

the Dilution treatments, a significant transient rise in cOlnmunity contribution was also
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observed for populations related to Pseudoalteron10nas and Vibrio (Fig. 3, Table 2). No

treatment-specific response was detected for Roseobacter, bacteria related to the

C. latercl.lla-C. n1arinoflava lineage, or melnbers of the NOR 5 clade (Fig. 4, Table 2). The

community contribution of these groups either remained constant or gradually declined in

all variants.
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Figure 5: Relationship between the cell
l1lunbers of heterotophic nanoflagellates and
the changes in relative abundances of
Alteron-zonas, PseudoalterOl1'lOnaS, and Vibrio
in the Dilution treatments. Negative y-axis
values indicate a decrease in COlTIlnunity
contribution.
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Figure 4: Relative contributions of bacteria related
to Roseobacter, Cytophaga latercula-C.
111.arinojlava, and to the NOR 5 clade to the total
microbial asselnblages in the different treatInents.

o 2 3 4 5 Figure 6: Mean cell vollune (± standard error)
of the total FISH-stained bacterial assemblage
and of individual populations in the Dilution
treatInents at day 2. FISH probes were:
EUB338 I-III, all bacteria; ALT 1413,
Alterol11onas; PSA 143, Pseudoalteron10nas;
GV 822, Vibrio.

III the Dilution treatlnents significallt negative correlations were found between the

abundances of HNF and the changes in cOilllTIunity contribution of bacteria related to

Alterolnonas (Spearman rank correlatioll coefficent rs = -0.66, P < 0.05),

PseudoalterOJ110naS (rs = -0.63, P < 0.05), and Vibrio (rs = -0.81, P < 0.005) (Fig. 5). The

mean cell volumes of bacteria related to Alteron10nas, Pseudoalteron10nas, and Vibrio
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were significantly larger in these treatInents at day 2 than the mean cell volume of bacteria

hybridizing with the general probe EUB 338 (Fig. 6).

Discussion

Incubation of sea water fiitrates in bottles. All six lnicrobial groups studied include

culturable strains (6, 7, 19), but there is a conspicuous ecological difference between theln.

Alteromonas, Pseudoalterolnonas, and Vibrio are usually rare «1% of all cells) in coastal

North Sea bacterioplankton (5, 6). In contrast, Roseobacter, bacteria related to the

C. latercula-C. 711arinoflava lineage, and members of the recently cultured NOR 5 clade

call all seasonally fonn substantial populations in the Gennan Bight (7, 29). This

dichotomy was also reflected in the responses of the different groups to our experimental

manipulations (Figs. 3, 4). As predicted by our hypothesis, the rare culturable y-proteo­

bacteria were only ellriched in treatlnents with reduced predator encounter rates, and 110t in

the Untreated variants (Fig. 3).

However, we caution against oversimplification of our results. In 1925 Tansley &

Adamsoll (49) described the invasion and dOlllinance of rare plant species in chalk

grassland after fencing out of rabbits, and thus discovered the potential iInportance of

grazing on plant community diversity. Althougll our bottle incubations of filtered and

diluted seawater share some elements with this classic experilnent, they also differ in

several ilnportant features. For one, the physicochelnical contact with the environment is

much more drastically cut in such manipulations than by a fence, which would probably be

1110re adaequately 1110deled by a dialysis Inembralle (4, 44). This separatioll in itself

potentially causes a substantial change of the nutrient and substrate conditions, e.g. by

sedimentation of particulate nlatter (46). Confil1elnellt of umnanipulated seawater lnay

stimulate growth of aquatic microbial assemblages (39), as was also reflected in the initial

increase of bacterial abundances in the Untreated valiants (Fig. 1). More ilnportantly,

filtration is known to increase the overall activity of microbial communities (8, 42) and

release dissolved organic matter, e.g. frolll breaking algal cells (18). A tenfold dilution

with 0.2 Illll filtrate thus probably caused a substrate input that stilTIulated the growth of the

studied y-proteobacterial grollps in these treatIllents during the initial days of the

incubations.

In fact, botll Pseudoaltero1110nas and Vibrio have been shown to require additional

substrates for growth in 0.8 Jlffi filtrates of North Sea water, whereas Aiter01110naS could be
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readily enriched in unamended incubations (5). Eilers et a1. postulated an ecological

difference between these three groups of opportunistically growing bacteria because of

their contrasting threshold substrate concentrations required for growtl1. This was

confinned by our observations. Even if no accidental release or transformation of

substrates by filtration is assulned, a tenfold dilution with ambient sea water will

necessarily result in reduced interspecific competition between bacterial populations and

higher substrate availability per microbial cell. The growth of J.Dseudoalteron10nas and

Vibrio in the Dilution but not in the Prefiltration treatments (Fig. 3) thus provides further

evidence tt~at tllese bacteria indeed [Ollli larger populations only at increased substrate

concentrations.

Other lines of evidence also indicate that the population increase of AlterolnOnaS.,

Pseudoalterolnonas and Vibrio after 24 h of bottle incubation must in parts be a reaction to

a sudden change in substrate availability. In co-culmres Pseudoaltero111onas outcol11peted

other marine bacteria at rapidly changing substrate conditions due to its shorter lag phase

(30), but was disadvantaged whell exposed to flatter substrate gradients. Strains of

Alterolnonas, Pseudoalter'olnonas and Vibrio conserved high levels of ribosomes also

during extended periods of non-growth (5, 30), wllich is most probably a p11ysiological

precondition for an opportunistic, "feast-and-famine" life strategy (9). In SUlTIlnary, the

rapid growth response of Alteron-zonas, Pseudoalterolnonas, Vibrio and other y­

proteobacteria in the Dilution or Prefiltration treatment cannot be unambiguously assigned

to the experimental reductiol1 of grazing mortality, but it is most probably also related to an

increased substrate input.

Size-selective HNF predation. In contrast, tllere is lTIuch clearer evidence for top-

down, i.e., predation control of AlterOl1'lOnaS, Pseudoaltero1110nas and Vibrio populations

during the second half of tile incubation period. Our study might provide first experimental

evidence from Inarine waters for a larger conceptual model about the impact of size­

selective grazing on microbial cOlnmunity structure that has been continuously refmed

during the past years (21, 22, 24, 25, 32, 33, 44, 45). This concept is based on the

observation that t11ere are marked differel1ces in the average cell sizes of various bacterial

species at comparable growth rates. Many bacterivorous lnarine and freshwater HNF are

strongly size-selective feeders (20, 43). Bacterial species withil1 a particular cell size range

(approximately 1-4 Jlm of cell length) are thus expected to suffer overproportional loss

rates. For example, Hahll & Hofle (21, 22) present a qualitative Inodel that predicts an

increase of such "medium-size" bacteria only in the absence of grazing pressure.
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Bottle incubations of 1~orth Sea water filtrates or dilutiolls typically induce both an

increase in the community contribution of large y-proteobacteria and increase of the mean

community cell size (proteill content) (5, 10) (cf. Table 1, Fig. 2). Bacteria affiliated with

Alteron10nas, Pseudoalterolnonas and Vibrio constituted almost three quarters of all y­

proteobacteria in the Dilution and Prefiltration treatmellts. Melubers of these groups in the

Dilution treatments were significantly larger than the community average at day 2 (Fig. 6),

and fall \-vell in the preferred cell size range for lnallY HNF (24). The sigllificantly

overproportional decline of the three y-proteobacterial populations (Fig. 3) ill the Dilution

or Prefiltration treatInents between days 3 and 5 is, therefore, likely a consequence of size­

selective grazing mortality. It is moreover clearly paralleled by a decrease in the mean per

cell proteill content (a proxy for cell size) of the bacterial cOlTIlTIunity in tIle Dilution

treatment during HNF regrowth (Figs. 1,2). A connection between the fate of the bacterial

groups al1d the predator population in the Dilution treatment is also suggested by the

significant negative correlations between changes in the community contributions of

Alterolnonas, Pseudoalterolnonas and Vibrio and the abundances of rn~F (Fig. 5). In these

groups high HNF abundances can thus be related to losses that significantly exceed the

overall bacterial l1lortality rate, i.e. declining relative abundances during a phase of

declining total cell numbers (Figs 1,3). This indicates that selective n10rtality was acting

upon cells from the three y-proteobacterial genera in the Dilutioll treannent during the

period of high HNF densities and declining total bacterial abundances (Fig. 1).

Our results apparently contradict the findings of Schafer et a1. (39), who reported all

increase of Altero111onas-nlacleodii related 16S rDNA sequences in clone libraries after a

grazing-induced decline of a bacterial bIoon1 in a lnesocosm of Mediterrallean coastal

waters. However, the bulk of A.-Jl1acleodii-related sequence types in that study were

obtained either before the effects of grazing were visibly affecting bacterial abundances, or

else after the collapse of the predator population. Moreover, C·ottrell & Kirchlnan (2)

cautioll against a misinterpretation of qualitative diversity infonnation as a lneasure of

populatioll sizes. In view of our results, we must thus disagree with the conclusion of

Schafer et a1. about the grazing-resistel1ce of Alterolnonas. That study l1evertheless

indicates that transient blooms of Alteromonas-like bacteria as a response of food web

manipulations lTIay also occur in other coastal areas.

The most likely alternative explanation we are aware of is the selective elilnination

of the studied bacterial groups by viral infection (12). However, there are presently no

methods available to study specific host-pathogen interactions in mixed assernblages.
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Moreover, aquatic VIruses considered to be highly host-specific (50), and, e.g., mallY

species of Pseudoalterolnonas bacteriophages isolated from coastal North Sea waters were

able to lyse only a smallnunlber of strains from this lineage (51). To account for a decline

of three bacterial groups in the Dilution treatment (Fig. 3), we should therefore postulate

the synchronized outbreak of at least three distinct viral populatiolls. Such all assulnption

clearly violates the "Occam's Razor" principle, since the activity of one single size-

selectively foraging predator species can explain the observed population dynamics equally

well.

In the 'Nards afTansley & .Lil.Ldamson (49), "The general conclusiol1S are very Inuch

what might have been expected from the more or less vague knowledge we already

possessed." Our resll1ts indicate that some HNF species that are present in North Sea

waters and pass through filters with a nominal pore size of 0.8 Jlm are capable of

efficiently suppressing planktonic blooms of Alteronl0nas, Vibrio, Pseudoalterol1'10nas,

and thus potentially also of e.g. pathogenic Vibrio species (23). This process might in part

be responsible for the typically low population densities of those readily culturable

microbial.genera in coastal marine picoplankton.

Acknowledgements

We thank Gunnar Gerdts and Antje Wichels for their continuous support on Helgoland,

Maltha Schattenhofer for help in the lab, and Barbara MacGregor for critical reading. The

Biologische Anstalt Helgoland of the Alfred Wegener Institute for Polar and Marine

P,-esearch, Bremerllaven, is aCkIl0\vledged for providing lab facilities. This work was

Supp011ed by the European Union (EVK3-2001-00194 BASICS) and by the Max Planck

Society.

References

1. Button, D. 1(., B. R. Robertson, P. W. Lepp, and T. M. Schmidt. 1998. A Small,

Dilute-Cytoplasm, High-Affinity, Novel BacteriulTI Isolated By Extinction Culture

and Having Kinetic Constants COlnpatible With Growth At Atnbient

Concentrations of Dissolved Nutrients ill Seawater. Appl. Environ. Microbial.

64:4467-4476.

84



Bacterial population dynalnics ill1narille enricillnents

2. Cottrell, M. T., and D. L. Kirchman. 2000. COInmuIlity cOInposition of marine

bacterioplankton determined by 16S rRNA gene clone libraries and fluorescence in

situ hybridization. AppL Environ. Microbiol. 66:5116-5122.

3. Daims, H., A. Bruhl, R. Amann, K. H. Schleifer, and M. Wagner. 1999. The

domain-specific probe EUB338 is insufficient for the detection of all Bacteria:

Development and evaluation of a more comprehensive probe set. Syst. Appl.

rv1icrobiol. 22:434-444.

4. Del Giorgio, P. A.., J. M. Gasol; D. Vaque, P. Mura; S. Agusti., and C. M.

Duarte. 1996. Bacterioplankton community structure: protists control net

production and the propoportion of active bacteria in a coastal marine comlTIunity.

Limnol. Oceanogr. 41:1169-1179.

5. Eilers, H., J. Pernthaler, and R. Amann. 2000. Succession of pelagic marine

bacteria during enrichment: A close look on cultivation-induced shifts. Appl.

Environ. Microbiol. 66:4634-4640.

6. Eilers, H., J. Pernthaler, F. O. Gloclu,er, and R. Amann. 2000. Culturability and

in situ abundance of pelagic bacteria from the North Sea. Appl. Environ. Microbial.

66:3044-3051.

7. Eilers, H., J. Pernthaler, J. Peplies, F. O. Glockner, G. Gerdts, and R. Amann.

2001. Isolation of novel pelagic bacteria froln the Gennan Bight alld their seasonal

contribution to surface picoplankton. App!. Environ. Microbial. 67:5134-5142.

8. Ferguson, R. L., E. N. Buckley, and A. V. Palumbo. 1984. Response ofmarille

bacterioplanktoll to differelltial filtration and confinement. Appl. Environ.

}v1icrobiol. 47:49-55.

9. Flardh, K., P. S. Cohen., and S. Kjelleberg. 1992. Ribosomes exist in large excess

over the apparent delnand for protein synthesis during carbon starvation in Inarine

Vibrio Spa strain CCUG 15956. J. Bacteriol. 174:6780-6788.

10. Fuchs, B. M., M. V. Zubkov, K. Sahm, P. H. Burkill, and R. Amann. 2000.

Changes in cOInmunity cOlnposition during dilution cultures of marine

bacterioplankton as assessed by flow cytometric and molecular biological

techniques. Environ. Microbiol. 2:191-201.

11. Fuhrman, J. A., K. McCallum, and A. A. Davis. 1992. Novellnajor

archaebacterial group from marine plankton. Nature. 356: 148-149.

12. Fuhrman, J. A., and R. T. Noble. 1995. Viruses and protists cause silnilar

bacterial mortality in coastal seav/aters. LiIrillOl. Oceanogr. 40: 1236-1242.

85



Bacterial population dynalnics in lnarine emichments

13. Garcia-Martinez, J.., S. G. Acinas., R.IV[assana, and F. Rodriguez-Valera. 2002.

Prevalence and microdiversity of Aiteron-l0nas lnacleodii-lilce microorganisms in

different oceanic regions. Environ. Microbiol. 4:42-50.

14. Gasol, J. M.., and X. A. G. Moran. 1999. Effects of filtration on bacterial activity

and picoplankton cOlmnunity structure as assessed by flow cytometry. Aquat.

l\1icrob. Ecol. 16:251-264.

15. Giovannoni, Se ,,1"7 T .. Beo Britschgi., C. L. Moyer, and K. G. Field. 1990. Genetic

diversity in Sargasso Sea bacterioplankton. Nature. 345:60-63.

16. Giuliano, L., E. De Domenico, 1\1. G. Holle, and rd. Ivl. Yakimov. 1999.

Identification of culturable oligotrophic bacteria within naturally occurring

bacterioplankton cOlnlnunities of the Ligurian Sea by 16S rRNA sequencing al1d

probing. Microb. Eco!. 37:77-85.

17. Glockner, F. 0., R. Amann, A. Alfreider, J. Pernthaler, R. Psenner, K.

Trebesius., and K.-H. Schleifer. 1996. An in situ hybridization protocol for

detection and identification ofplanktonic bacteria. Syst. Appl. Microbial. 19:403­

406.

18. Goldman, J. C., and M. R. Dennett. 1985. Susceptibility of Some Marine­

Phytoplankton Species to Cell Breakage During Filtration and Post-Filtration

Rinsing. Journal of Experilnental Marine Biology and Ecology. 86:47-58.

19. Gonzalez, J. M., and M. A. Moran. 1997. Numerical dominance ofa group of

marine bacteria in the a-subclass of the class Proteobacteria in coastal seawater.

App!. Environ. Microbiol. 63:4237-4242.

20. Gonzaiez, je fvi:; E. B. Sherr., and B. F. Sherr. 1990. Size-selective grazing all

bacteria by natural asselnblages of estuarine flagellates and ciliates. App!. Environ.

tvlicrobiol. 56:583-589.

21. Hahn, Mo W., and M. G. Hofle. 2001. Grazing ofprotozoa and its effect on

populations of aquatic bacteria. FEMS Microbiol. Ecol. 35: 113-121.

22. Hahn, M. W., and IVI. G. Hoile. 1999. Flagellate predation on a bacteriallnodel

community: Interplay of size~selectivegrazing, specific bacterial cell size, and

bacterial comlnunity composition. App!. Environ. Microbiol. 65:4863-4872.

23. H.eidelberg, J. F., K. B. Heidelberg, and R. R. Colwell. 2002. Seasonality of

Chesapeake Bay bacterioplanlcton species. App!. Ellviron. Microbiol. 68:5488­

5497.

86



Bacterial population dynanlics in Inarine eruichlnents

24. Jiirgens, K., and C. Matz. 2002. Predation as a shapil1g force for the phenotypic

and genotypic composition of planktonic bacteria. Antonie Van Leeuwenhoek

Illtemational Journal of General and Molecular Microbiology. 81 :413-434.

25. Jiirgens, K., J. Pernthaler, S. SchaJla, and R. Amann. 1999. Morphological and

compositional changes in a planktonic bacterial community in response to

enhal1cedprotozoall grazing. Appl. Environ. Nlicrobiol. 65:1241-1250.

26. Manz, W", R" Amann, W. Ludv.fig, M. "/agner, and K.--H. Schleifer. 1992.

Phylogenetic oligodeoxynucleotide probes for the major subclasses of

Proteobacteria: Problems alld solutions. Syst. Appl. !vlicrobiol. 15:593-600.

27. Massana, R., C. Pedros-Alio, E. O. Casamayor, and J. M. Gasol. 2001. Changes

in Inarine bactelioplankton phylogenetic cOlnposition during incubations designed

to measure biogeochemically significant parameters. Lilnnol. Oceanogr. 46: 1181­

1188.

28. Monger, B. C., and M. R. Landry. 1991. Prey-Size Dependency of Grazing By

Free-Living Marine Flagellates. Marine Ecology-Progress Series. 74:239-248.

29. Pernthaler, A., J. Pernthaler, and R. Amann. 2002. Fluorescence in situ

hybridizatioll and catalyzed repolier deposition for the idelltification of Inarine

bacteria. Appl. Environ. Microbiol. 68:3094-3101.

30. Pernthaler, A., J. Pernthaler, H. Eilers, and R. Amann. 2001. Growth patterns

of two marine isolates: Adaptations to substrate patchiness? App!. Environ.

Microbiol. 67:4077-4083.

31. Pernthaler, J., F. O. Glockner, W. Schonhuber, and R. Amann. 2001.

Fluorescence in situ hybridization (FISH) with rR..NA....-targeted oligollucleotide

probes, p. 207-226. In J. H. Paul (ed.), Methods In Microbiology, vol. 30.

P:\.cademic Press, San Diego.

32. Pernthaler, J., T. Posch, K. Simek, J. Vrba, R. Amann, and R. Psenner. 1997.

Contrastillg bacterial strategies to coexist witll a flagellate predator in an

experilnental1nicrobial assemblage. Appl. Environ. Microbiol. 63:596-601.

33. Pernthaler, J., T. Posch, K. Simek, J. Vrba, A. Pernthaler, F. O. Glockner, U.

Niibel, R. Psenner, and R. Amann. 2001. Predator-specific enrichlnent of

actinobacteria from a COslTIopolitan freshwater clade in mixed COlltinuous culture.

App!. Ellviron. Microbial. 67:2145-2155.

87



Bacterial population dynanlics in Inarine emichtnents

34. Pinhassi, J., U. L. Zweifel, and A. Hagstrom. 1997. Dominant nlarine

bacterioplankton species found among colony-forming bacteria. App!. Environ.

Microbiol. 63:3359-3366.

35. Posch, T., M. Loferer-Krossbacher, G. Gao, A. Alfreider, J. Pernthaler, and R.

Psenner. 200 1. Precision of bacterioplankton biomass detennination: a cOlnparisotl

of rwo fluorescent dyes, and of allometric and linear volume-to-carbon conversion

factors. Aquat rvlicrob. Beal. 25:55=63.

36. Posch, T., J. Pernthaler, A. Alfreider, and R. Psenner. 1997. Cell-specific

respirator; activity of aquatic bacteria studied with the tetrazolium reductio11

method, cyto-clear slides and image analysis. App!. Environ. Microbiol. 63:867­

873.

37. Rappe, M. S., S. A. Connon, K. L. Vergin, and S. J. Giovannoni. 2002.

Cultivation of the ubiquitous SARlllnarine bacterioplankton clade. Nature.

418:630-633.

38. Sanders, R. W., D. A. Caron, and U. G. Berninger. 1992. Relationship between

bacteria and heterotrophic nanoplankton in marine and freshwaters: an inter­

ecosystem cOlnpalison. Mar. Eco!. Prog. Ser. 86:1-14.

39. Schafer, H., Po Servais, and G. Muyzer. 2000. Successional changes in the

genetic diversity of a marine asselnblage during confinement. Arch. Microbial.

173: 138-145.

40. Sh'err, B. F., E. B. Sherr, and C. Pedros Alio. 1989. Simultaneous Measurement

of Bacterioplank.ton Production and Protozoan Bacterivory in Estuarine Water.

1vfar. ECD!. Frog. Ser. 54:209-219.

41. Sherr, E. B., and B. F. Sherr. 1993. Protistan grazing rates via uptake of

fluorescently labelled prey, p. 695-701. III P. Kelnp, B. F. Sherr, E. B. Sherr, and J.

Cole (ed.), Handbook of Methods in Aquatic Microbial Ecology. Lewis, Boca

Ratoll.

42. Sherr, E. B., B. F. Sherr, and C. T. Sigmon. 1999. Activity of marine bacteria

under incubated and in situ conditions. Aquat. Microb. Eco!. 20:213-223.

43. Simek, K., and T. H. Chrzanowski. 1992. Direct and indirect evidence of size­

selective grazing on pelagic bacteria by freshwater nanoflagellates. App!. Environ.

Microbiol. 58:3715-3720.

44. Simek, K., J. Pernthaler, M. Weinbauer, K. Hornak, J. Dolan, J. Nedoma, M.

Masin, and R. Amann. 2001. Changes in bacterial community composition,

88



Bactelial population dynamics in lnarine emichments

dynamics and virallTIortality rates associated with enhanced flagellate grazing in a

mesoeutrophic reservoir. App!. Environ. Microbial. 67:2723-2733.

45. Simek, K., J. Vrba, J. Pernthaler, T. Posch, P. Hartman, J. Nedoma, and R.

Psenner. 1997. Morphological and compositional shifts in an experimental

bacterial comlTIunity influenced by protists with contrasting feeding modes. App!.

Environ. Ivlicrobiol. 63:587-595.

46. Simon, l",1., H. P. Grossart, B. Schweitzer, and H. Ploug. 2002. Microbial

ecology of organic aggregates in aquatic ecosystems. Aquat. Microb. Eco!. 28: 175-

"111
""'-.11.

47. Sonnemann, E. 1982. Allgemeine Losungen multipler Testprobleme. EDV in

Medizin und Biologie. 13: 120-128.

48. Suzuki, M. T. 1999. Effect of protistan bacterivory on coastal bacterioplankton

diversity. Aquat. Microb. Ecol. 20:261-272.

49. Tansley, A. G., and R. S. Adamson. 1925. Studies of the vegetation of the English

chalk III: The chalk grasslands of Halnpshire-Sussex border. Journal of Ecology.

13:177-223.

50. Thingstad, T. F. 2000. Elelnents ofa theory for the nlechanisms controlling

abundance, diversity, and biogeochemical role of lytic bacterial viruses in aquatic

systems. Limnol. Oceanogr. 45: 1320-1328.

51. Wichels, A., S. S. Biel, H. R. Gelderblom, T. Brinkhoff, Go Muyzer, and Co

Schutt. 1998. Bacteriophage diversity in the North Sea. App!. Environ. Microbiol.

64:4128-4133.

52. Zubkov; Iv!. V.; B. M. Fuchs, S. D. Archer, R. P. Kiene, R. Amann, and P. A.

Burkill. 2001. Linking the composition ofbacterioplankton to rapid turnover of

dissolved diluethylsulfolliopropionate in an algal bloom in the North Sea. Environ.

Microbial. 3:304-311.

53. Zubkov, M. V., B. M. Fuchs, H. Eilers, P. H. Burkill, and R. Amann. 1999.

Detennination of total proteill content of bacterial cells by SYPRO staining and

flow cytometry. Appl. Enviroll. Microbiol. 65:3251-3257.

89



3.

Detection of marine nanoplankton by fluorescence

in situ hybridization and tyramide signal

amplification

Cllristine Beardsley, Jalcob Pemtl1aler, Katrin ¥~lJ.ittel, and Rudolf Amann

Max-Planck-Institute for Marine Microbiology, Brelnen, Germany

Manuscript to be sublnitted to Aquatic lnicrobial Ecolog;.,



FISH-TSA for Inarine nanoplankton

Abstract

We developed a protocol for the detection of nanoplan1(ton by fluorescence in situ

hybridization (FISH) in cOlnbination witIl tyranlide signal amplification (TSA). The use of

a UV-excitable fluorocb.ronle allo\vs a simultaneous identification and classification of the

hybridized organisins according to their trophic modes. The protocol was first validated

using pure cultures and thell compared with a standard protocol for the enumeration of

protists in a time series froln North Sea waters. Cell counts \Xlith the nevI protocol v/ere

significantly higher for both, heterotrophic and phototrophic nanoplankton. This was

mainly dlle to a superior detection of picoeukaryotes « 3 1l1n).

Introduction

Flagellates playa pivotal role in marine and freshwater Inicrobial food webs (11, 21). In

environlnental samples they are commonly detected by epifluorescence microscopy (5, 6).

Due to the fixation hardly any ITIorphological features of these fragile organislns remain

visible and so only bulle parameters such as the total abundance of heterotrophic (HNAN)

or phototrophic (mixo- and autotrophic; PNAN) nall0plankton can be deterluined. This

prohibits luore detailed analyses about important l(ey players within the microbial food

web. In SOllle studies flagellates are identified by live counting and light lnicroscopy (4,

24). However, only a lilnited amount of samples can be processed because the

quantification has to be carried out il11mediately after sampling. .LA.i.dditionally, electron

microscopy is often required for the discrimination of similar looleing species (24).

For tIle cultivatioll-illdependellt in situ identificatioll and quantification of

prolealyotes "phylogenetic staining", i.e. in situ hybridizatioll witll fluorescently labeled

sequence-specific 168 rDNA oligonucleotides (FISH) has been introduced more than a

decade ago (3, 9). As an increasillg number of eul(aryotic 18S rDNA sequences from

aquatic habitats have become available (10, 15, 17) this 111ethod becomes useful in

protistan ecology, too (14).

In order to routinely apply FISH to protists in ecological studies SOlne difficulties

have to be overCOlne. For marine nano- and picoeul(aryotes from purely phototrophic

lineages the often weak intensity of the hybridization signals with fluorescently

monolabeled probes can be significalltly enhanced by the use of tyralnide signal

amplification (TSA) with horseradish peroxidase (HRP) labeled oligonucleotides (18).
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However, in nanoplankton assemblages of mixed trophic modes the overstainillg of the

chlorophyll autofluorescence of auto- and mixotrophic organisms by cOlnmonly used

fluorescent dyes prohibits to discriminate between hybridized and autofluorescent cells, or

between hybridized heterotrophic and phototrophic organisms. On the other hand, the

design of oligonucleotide probes specific for a fullctiollal subgroup, e.g. bacterivorous

flagellates may be ilTlpossible. Flagellates are of polyphyletic origin and different trophic

nl0des co-occur in closely related species (8), e.g. within the ecological ilnportant group of

marine stramenopiles (5, 16).

To circun1vent these problems we developed a protocol for FISH widl HRP-Iabeled

oligonucleotide probes in combination with TSA and a newly available fluorochrome that

does not overlap with chlorophyll autofluorescence. We validated this new method in

samples from the coastal North Sea by comparison with a standard technique for the

enumeration of protists by epiflllorescence nlicroscopy (22).

Materials and Metho.ds

Development of FISH protocol. Protistan cultures of different trophic lTIodes were

obtained from the Culture Collection of Algae and Protozoa (CCAP, U.K.) and the Center

for Culture of Marine Phytoplankton (CCMP, USA). Heterotrophic flagellates were

ParaphJ,'son10nas iJnpel10rata (CCAP 935/13), Developa.-vella elegans (CCAP 1917/1), and

Cafeteria roenbergensis (CCAP 1900/1). Autotrophic organiSlTIS were Dicf)Jocha speculun1

(CCMP 1381) and Heterosig111a akashiwa (CCMP 452). A representative of a mixotrophic

flagellate \vas Ochronl0nas sp. (CC:tY1P 584). Defined mixtures of protists of different

trophic modes were fixed with particle-free formaldehyde (final concentration 1.8% v/v) at

4°C for a minilTIUm of Ih and filtered onto white polycarbonate lnembranes (ATTP,

0.8 J.,J.1TI pore size, 25 mm diameter; Millipore, Gennany). The subsample volumes were

varied to obtain convenient cell densities on the filter. Filters were cut ill four sections and

these were hybridized with 1 ng J.lr 1 of the horseradish peroxidase labeled general

eukaryotic probe EUK516 (2) at 35°C for 2 h. The probe NON338 (25) served as a

negative control because it has at least one mismatch with known nanoeukaryotic

ribosOlTIal sequences (NCBI-BLAST, Dec. 2002, (1)). The hybridizatioll buffer contained

0.9 M NaCI, 0.02 M Tris-HCI of pH 8.0, 20% v/v formamide, 20% v/v blocking reagent

(Boehringer, Genl1al1Y; 10% w/v in lTIaleic acid buffer [100 n1M lnaleic acid,

150 roM NaCI, pH 7.5]), 0.1 % vlv sodium dodecyl sulfate (SDS), and deionized particle-
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free water (dH20). Filters were subsequently washed with washing buffer (dH20 with

0.225 M NaCl, 1 M Tris-HCl, 0.5 M EDTA, and 0.1 % SDS) for 30 min at 37°C. Filters

were briefly rillsed twice ill dH20 and equilibrated in TNT buffer (0.1 M Tris-HCl of

pH 7.5,0.15 M NaCl and 0.05% v/v Tween 20 [Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA]) for

15 min at room telnperature (RT). Moist filters were placed on a glass plate and covered

with 50 III of the tyranlide solution (Ix PBS, 0.0015% v/v H20 2, 0.1 % v/v blocking reagent

and 2% v/v .A~lexa35o tyramide, obtained froID }Aolecular Probes, Leiden, ~1etherlands) for

30 Inin at RT in the dark. Next, filters were briefly rinsed in TNT buffer at RT, transferred

to fresh T}1T buffer, and incubated for 15 Inin at 55°C ill order to stop the enzyme activity.

Filters were rinsed again twice in dH20, air dried in tIle dark, and embedded in a 1:5

mixture of the moullting fluids Vecta Sllield (Vecta Laboratories, Burlinganle, CA) and

Citifluor AFI (Citifluor Ltd., London, U.K.) on microscopic slides. Cells were visualized

by epifluorescence microscopy at 1000x luagnification (Zeiss Axiophot 2 lnicroscope, Carl

Zeiss, lena, Germany). The blue hybridization signals were detected at UV-excitation

(Zeiss filter set 01, Carl Zeiss, lena, Germany). TIle clliorophyll autoflllorescence of

phototrophic cells was detected as dark red signals at UV-excitation and even more

prominent as brigllt orange signals at green excitatioll (ChrOl1la HQ 41007 filter set,

Chrolna Tech. C.orp., Brattleboro, VT).

Application of the protocol to environmental samples. N011h Sea surface water

was collected at ten days during August / September 2002 near the island of Helgoland

(Gennan Bight). Samples were fixed with particle-free fonnaldehyde (1.8% v/v) at 4°C for

a minimum of 1 h. Subsamples were taken for the determillation of total nanoplal1ktol1

abundances (2-20 J-lm cell size). Fixed samples or 8-10 ml were concel1trated on Irgalan

Black stained polycarbonate luembranes (0.8 11111 pore size, 25 mm dialneter) and double-

stained with 4' -6-diamidiLlo-2-phenylindole (DAPI, staillil1g tirne 3 min, 1 Jlg mr l
) and

fluorescein isothiocyanate (FITC, staining time 61nin, 33 ~g mr l
, modified from Sherr et

a1. (22)). Filters were embedded 011 microscopic slides ill Vecta Shield / Citifluor (1:5)

mounting fluid. Slides were stored at -20oe and evaluated within four weeks. Eukaryotic

cells were visualized by epifluorescence microscopy at 1000x magnification (Zeiss

Axiophot 2) alld identified by their DAPI-stained lluclells (Zeiss filter set 01) and FITC­

stained body outline and flagellulTI (latter not always present; Zeiss filter set 09). PNAN

and HNAN was distinguished by the possession or lack of the chlorophyll

autofluorescence. 50 microscopic fields per sample were evaluated. Counts were converted

into numbers of heterotrophic or phototrophic cells per ml seawater. For the FISH
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procedure fixed samples were processed as described above. Two-sided Wilcoxon-tests for

paired samples were applied to test for differences between the t\VO methods with respect

to total counts of HNAN and PNAN and the relative proportions of PNAN (SPSS10.0,

SPSS Incorp., Chicago, IL).

Results and Discussion

FISH of protists with TSA and Alexa350. Heterotrophic and phototrophic (auto- and

mixotrophic) protists from all cultures (see e.g. Fig. 1 a, b) and the environmental samples

(Fig. 1 c-p) could be clearly distinguished by our protocol. Hybridization of protists with

the HRP-labeled general eukaryotic probe EUK516 resulted in bright blue signals when

excited by UV-light (Fig. 1, left panel). The control probe NON338 never showed a

positive signal. HNAN exhibited blue fluorescence only (e.g. Fig. la, right), but no or only

a very faint background signal at green excitation (e.g. Fig. Ib, right). PNAN appeared

partly blue and red at UV-excitation (e.g. Fig. 1a, left) and exhibited a bright orange

fluorescence of the cellular chlorophyll when excited by green light (Fig. 1, left panel, e.g.

Fig. 1b, left). HNAN and PNAN between 2 to 12 Jlm cell size from North Sea samples are

shown.in Fig. lc-p.

.The trophic mode of eukaryotic protists is usually distinguished by the possession

or lack of the red autofluorescence of chlorophyll a (6, 23). Here we demonstrated that the

autofluorescence in phototrophic protists is not lost during the hybridization procedure

(Fig. 1). A loss of the chlorophyll autofluorescence as reported by Lim et al. (13) and

Ivlassana et al. (16) is probably due to an ethanol treatment to dehydrate the cells. We

found that this step is not required for FISH of planktonic protists. However, we observed

a shift in the excitation optimum for the chlorophyll autofluorescence to longer.

wavelenghts. Normally, chlorophyll emits orange-red light when excited by blue light.

After hybridization we detected chlorophyll as a bright orange signal at green excitation,

which might be a consequence of pigment degradation. This shift in excitation and

emission vvavelengths did not reduce the detectability of phototrophic organisms, as

reflected by statistically indistinguishable relative proportions of PNAN in environmental

samples when counted by FISH or DAPIIFITC staining (Tab. 1; average, 83% vs. 82% of

total counts, respectively; p > 0.05).

The sulfoindocyanine Cy3 is the brightest fluorochrome commercially available

and therefore most commonly used Ln combL.llation \vith FISH of enviror.ITI1ental flagellates
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FIG. 1. Epifluorescence microscopy images of nanoplankton from culture and
environmental samples. Scale bar for all images: 10 Jlm. a+b: Mixed culture of
Ochromonas sp. (mixotrophic) and Para-physomonas imperjiJrata (heterotrophic).
c-p: Nanoplankton from North Sea samples. Left panel: Blue hybridization signal
with EUK 516 at UV-excitation; sometimes red chI a autofluorescence visible.
Right panel: Orange autofluorescence of chI a of phototrophic organisms at green
excitation; no or only faint background signal from purely heterotrophic cells.
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or bacteria with directly labeled oligonucleotide probes (16, 19). Unfortullately, tIle

emission of Cy3 overlaps with the autofluorescence of chlorophyll a making a

discrimination between hybridized and phototrophic or between hybridized heterotropllic

and phototrophic cells impossible. The UV-excitable fluorochrome Alexa350 is the dye with

tIle longest possible distance in emissioll wavelength to the Clll a autofluorescence withill

tlle visible light spectrum. Thus a simultaneous detection of the hybridization signals and a

classification according to the trophic mode is possible. Since the Alexa350-labeled

tyramides are commercially available only in a rather expensive l<it custom synthesis

should be COllsidered (12).

Comparison with standard method. During the sampling period the abundance of

total nanoplankton frOln the North Sea ranged beD~/een 1.9*103 to 6.3*103 cells lllr
l and

3.4* 103 to 8.4* 103 cells mr! with the standard technique and new protocol, respectively

Tab. 1: Total nanoplankton (TNAN) abtmdances (Tab. 1). HNAN accounted for 3.8*10
2

to

determined by DAPIIFITC and EUK 516 counts 9.2*102 cells ll1r l with the standard
and relative proportion of phototrophic

nanoplankton (PNAN) as percentage of TNAN. tectwique and 6.3*102 to 1.3*103 with the
TNAN abundance Relative proportion of

new protocol (Fig. 2a). PNAN abundances
[*10J/mIJ PNAN [0/0 TNANI

Date DAPIIFITC EUK516 DAPIIFITC EUK516 were 1.4*103 to 5.6* 103 cells IUr I and
8/19 3.79 5.56 82 83

2.2* 103 to 7.1 *103 cells mr] with the
8/21 6.31 6.55 89 86
8/23 3.59 4.67 74 85 standard and new protocol, respectively
8/26 1.95 5.91 73 77

(Fig.2b). No loss of cells due to the
8/28 2.42 6.10 69 84
8/30 4.61 7.87 89 91 hybridizatioll procedure was observed. 011
9/02 4.98 6.66 90 89

the contrary, in ·most salnples the detection
9/04 2.91 3.39 78 64
9/05 3.47 ~ ..,~ 89 81 rate of nanoplankton with the new protocoloJ •.).)

89835.875.129/06
was higher than the counts obtained with

DAPI/FITC stained cells (Fig. 2). Statistical a11alysis showed that these differences were

significant for both, HNAN (p = 0.022) and PNAN (p = 0.013). The higher abundances

could mainly be attributed to small heterotrophic or phototrophic cells of approximately

2-3-~nl in diameter (Fig. Ie-I). Even cells sInaller than 2 ~m could be identified by FISH

and such cells accounted for 7.16*102 to 2.53*103 cells mr l
. They were not included for

the quantitative cOlnpalison because they could not be unaInbiguously identified by the

DAPI/FITC ll1ethod. Lim et a1. (13) also reported higller total l1all0planktoll abundances

with biotinylated EUK-probes due to the better detection of cells attached to particles and

of small sizes. Picoeukarayotes, i.e., cells <3 Jlrn are an important fraction of the plankto1l

conlffiunity in the open ocean (10). Such small eukaryotes can be easily overlooked or
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mistaken for bacteria when stained with general dyes as DAPI for DNA and FITC for

proteins.

I~ I were still in the same order

standard tecl-wique, they

Altll0ugh the abulldances

obtained with the new

protocol were significantly

higher than with the
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FIG. 2. COlllparison of methods: DAPI/FITC (black bars) and
EUK516 (white bars) cell counts with North Sea salnples for
HNAN (a) and PNAN (b).

specific oligonucleotide

probes (16, 18). So far this was of limited ecological use because no simultaneous

distillction of trophic modes was possible. The design of species-specific oligonucleotide

probes (7, 20) would theoretically circumvent this problem, but illdividual flagellate

species, such as Paraph)Jsolnonas iJnpeljorata, may occur at very low in situ abundances

(14). Highly specific probes Inay thus be an inadequate tool for a tentative cOlnmunity

analysis in environmental salnples. In contrast, probes for broader lilleages may allow the

detection of substantial flagellate populations. For example, Massana et a1. found high

abundances of uncultured stranlenopiles in different marine habitats, but grazing

98



FISH-TSA for marine nanoplanktol1

experiments were required to indirectly classify these novel groups as heterotrophs (16).

Our approach might provide a less demanding alternative to obtain the same infonnation.

Concluding remarks. FISH with tyralnide signal alnplification is sel1sitive enough

to quantitatively detect flagellates from environmental salnples. The UV-excitable

fluorescent dye, Alexa35o, does not overlap with the chI a autofluorescence and therefore

allows a simultaneous classification according to the trophic mode of the organisln. In

combination with grollp specific oligonucleotide probes the new protocol might thus be a

valuable direct method for the identification and quantification of potential key players

with defil1ed ecological functions within the microbial food web.

Acknowledgements

This work was supported by the European Union (EVK3-2001-00194 BASIC.S) and the

Max Planck Society.

References

1. Altschul, S. F., T. L. Madden, A. A. Schaffer, J. Zhang, Z. Zangh., W. Miller,

and D. J. Lipman. 1997. Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of

protein database search programs. Nucleic Acids Res. 25:3389-3402.

2. Amann, R. I., B. J. Binder, Re je Olson, S. W. Chisholm, R. Devereux, and D.

A. Stahl. 1990. Combination of 16S rRNA-targeted oligollucleotide probes with

floVI cytolnetrj for analyzing rI1ixed microbial populations. Appl. Environ.

Microbiol. 56:1919-1925.

3. Amann, R. I., L. Krumholz, and D. A. Stahl. 1990. Fluorescent-oligonucleotide

probing of whole cells for detenninative, phylogenetic, and enviromnental studies

il11nicrobiology. J. Bacterial. 172:762-770.

4. Auer, B., and H. Arndt. 200 1. Taxonomic composition and biolnass of

heterotrophic flagellates in relation to lake trophy and season. Freshwater BioI.

46:959-972.

5. Brandt, S. M., and M. A. Sleigh. 2000. The quantitative occurrence of different

taxa of heterotrophic flagellates in Southampton Water, U.K. Estuar. Coast. Shelf

Sci. 51:91-102.

99



FISH-TSA for marine nanoplankton

6. Caron, De A. 1983. Teclmique for enumeration oflleterotrophic and phototrophic

nanoplankton, using epifluorescence microscopy, and comparison with other

procedures. Appl. Environ. Microbial. 46:491-498.

7. Caron, D. A.., E. L. Lim., M. R. Dennett, R. J. Gast, C. Kosman, and E. F.

DeLong. 1999. Molecular phylogelletic analysis of the heterotrophic clrrysophyte

genus .lDaraph.,vsornonas (Chrysophyceae), and the design ofrRNA-targeted

oligonucleotide probes for t1NO species. J. Phycol. 35:824-837.

8. Cavalier-Smith, Te 2000. Flagellate megaevolution, p. 361-389.111 B. S. C.

Leadbeater and J. C. Green (ed.), The Flagellates. Taylor and Francis, London.

9. DeLong, E. F.., G. S. Wickham., and N. Re Pace. 1989. Phylogenetic stains:

ribosolnal RNA-based probes for the identification of single cells. Science.

243: 1360-1363.

10. Diez, B., C. Pedr6s-Alio, and R. Massana. 2001. Study of genetic diversity of

eukaryotic picoplankton in different oceanic regions by small-subunit rRNA gene

cloning and sequencing. Appl. Enviroll. Microbiol. 67:2932-2941.

11. FencheI, T. 1982. Ecology of heterotrophic microflagellates. IV. Quantitative

occurance and ilnportance as bacterial conSUlners. Mar. Eco!. Prog. Sera 9:35-42.

12. Hopman, A. H. N., F. C. S. Ramacker, and E. J. M. SpeeI. 1998. Rapid synthesis

ofbiotin-, digoxigenin-, trinitrophenyl-, and fluorochrolne-labeled tyralnides and

their application for in situ hybridization using CARD amplification. J. Histochem.

Cytoclleln. 46:771-777.

13. Lim, E. L., D. A. Caron, and E. F. DeLong. 1996. Development and field

application of a quantitative method for examining natural assemblages of protists

with oligonucleotide probes. App1. Environ. Microbiol. 62: 1416-1423.

111
.i ••

15.

16.

Lim, E. L .., 1\1. R. Dennett, and D. A. Caron. 1999. The ecology of

Paraph~vson10nasi711pelforata based on studies employing oligonllcleotide probe

identification in coastal water sanlples alld enrichlnent cultures. Lilllil01. Oceanogr.

44:37-51.

Lopez-Garcia., P., F. Rodriguez-Valera, C. Pedros-Ali6, and D. Moreira. 2001.

Unexpected diversity of small eukaryotes in deep-sea Antarctic plallkton. Nature.

409:603-607.

Massana., R., L. GuiIlou, B. Diez, and C. Pedros-Alio. 2002. Unveilling the

organisms behiJ.ld 110vel eukaryotic ribosolnal DNA sequences from tIle oceall.

Appl. Environ. Microbiol. 68:4554-4558.

100



FISH-TSA for marine nanoplan.kton

17. Moon-van der Staay, S. Y., R. de Wachter, and D. Vaulot. 2001. Oceanic 18S

rDNA sequences fi'om picoplankton reveal unsuspected eukalyotic diversity.

Nature. 409:607-610.

18. Not, F., N. Simon, I. C. Biegala, and D. Vaulot. 2002. Application of fluorescent

in situ hybridization coupled with tyramide signal alnplificatiol1 (FISH-TSA) to

assess eukalyotic picoplanl(ton composition. Aquat. Microb. Eco!. 28: 157-166.

19. Pernthaler, j., F.-G. Glockner, W. Schonhuber, and R. Amann. 2001.

Fluorescence in situ hybridization (FISH) with rRNA-targeted oligonucleotide

probes., p. 207-226. In J. H. Paul (ed.), Methods in Microbiology., voL 30.

Academic Press, London.

20. Rice, J., C. D. O'Connor, M. A. Sleigh, Pe He Burkill, I.. G. Giles, and M. V.

Zubkov. 1997. Fluorescent oligonucleotide rDNA probes that specifically bind to a

COlnlnon nanoflagellate, Paraphysomonas vestita. Microbiology. 143:1717-1727.

21. Sanders, R. W., K. G. Porter, S. J. Bennet, and A. E. DeBiase. 1989. Seasonal

patterns of bacterivol'j by flagellates, ciliates, rotifers, and cladocerans. Limnol.

Oceanogr.34:673-687.

22. Sherr, E. B., D. A. Caron, and B. F. Sherr. 1993. Staining of heterotrophic

protists for visualization via epifluorescence lnicroscopy, p. 213-227. In P. F.

Kelnp, B. F. Sherr, E. B. Sherr, alld J. J. Cole (ed.), Handbook of Methods in

Aquatic Microbial Ecology. Lewis, Boca Raton.

23. Sieburth, J. M., V. Smetacek, and J. Lenz. 1978. Pelagic ecosysteln structure:

heterotrophic compartlnents of the plankton and their relationship to plankton size

fractions. LiJrillOl. Oceanogr. 23: 1256-1263.

24. Vors, N. 1992. Heterotrophic amoebae, flagellates and heliozoa from the

Tvannil1l1e area, Gulf of Finland, in 1988-1990. Ophelia. 36:1-109.

25. Wallner, G., R. Amann, and W. Beisker. 1993. Optimizing flllorescent in situ

hybridization with rRNA-targeted oligonucleotide probes for flow cytometlic

identification ofnlicroorganisms. Cytolnetry. 14: 136-143.

101



Danksagung

Besonders llerzlich bedaIlke ich lnich bei Heml Prof. Dr. Rudolf Amann filr die freundliche

Aufnahlne in der Abteilullg Molekulare Okologie, fur seine Unterstlitzung und Anregungen

sowie die Ubemahlne des Erstgutachtens.

Ein herzliches Dankeschon gellt aucll an Heml Prof. Dr. Gunter-Otto Kirst, del" das

Zweitgutachten dieser Arbeit ubemimlnt, sowie den weiteren Mitgliedenl des

Priifungskomitees Herm Prof. Dr. Friedrich Widdel, Herrn Dr. Jakob Pernthaler, Frau Dr.

Stefanie Kuhn und MartIla Schattenhofer rur ihre Zeit und Miihe. Jakob danke ich ebenfalls

sehr fUr die Betreuung dieser Arbeit, insbesondere rur seine Unterstutzung gerade in der

letzten, heiBen Phase.

III der Biologiscllen Anstalt Helgolalld des Alfred-Wegener-Institutes fUr Polar- und

Meeresforschung war ich wa1lrend zallireicher Forschullgsaufenthalte auf der Insel Helgoland

zu Gast. Mein besonderer Dank gilt llier Dr. Antje Wichels, Dr. Gunnar Gerdts, Dr. Karen

Wiltshire Ulld Dr. Christian Schutt, die stets fur anregende Diskussionell zur Verfugung

standen und mil" eUlell angenehmen Aufellthalt auf der lnsel enn5glichtell.

Del" gesamten Abteilung Molel(ulare Okologie und vielen weiteren MitarbeiterInnen des Max­

Planek~-lnstitutes danl(e ich rur das gute Arbeitsklima: Ieh habe mieh hier sehr wolll gefuhlt.

Insbesondere rnochte ieh mie11 sehr herzlich bei Frau Dr. Katrin Knittel fur die Einfuhrung ins

ARB-Progralnm sowie rur zahlreiehe anregellde Disl(ussionen bedan.ken. Vielen Dank an

Herrn Dr. Bernl.1ard Fuchs rur seIne Hilfsbereitschaft und Unterstlitzung am

DurchfluBzytolneter.

Fur ein sehr gutes Buroklilna danke ich allen Ineinen ehemaligen Ulld jetzigen Biirogenossen;

ganz besonders hat es Inich gefreut, nach IneinelTI AbteilungsulTIzug bei Euch zu landen:

Katrin, Anna und Caroline! Maliha Schattenhofer, Linda Keller, Mandana Mirhaj und Jeanne

de la Roche danlce ich fur Hilfe im Labor. Olaf Gundermann, Carsten Witt und Christine

Pranz sei dafuf gedanl(t, dass sie mieh bei allen Computer-assoziierten Problemen nie im

Stich gelassen haben. Fur jegliche Ali von Untersrutzung in wissensehaftlieher und

lTIoralischer Hinsieht wahrend Ineiner ProlTIotion und besonders ill den letzten Wochen des

Zusammenschreibens daluce ich auBerdem Dorte AltInann, Uschi Werner, Rebecca Ludwig,

Cilristille Flies, Stefanie Kiihn, Anna Blazejak, Katja Nauhaus, Peter Stief, VIi Franke, Marc

Musslnann, Jens Langreder und Tll0mas Scholz.

Mein innigster Danlc gilt Dr. Dr. Dr. P.H.S.: Fur alles!


