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Zusammenfassung
Mit den antarktischen Eisdiatomeen Chaetoceros aff. neogracile und Navicula

sp. wurden Laborversuche zum Einflul von Lichtintensitat und Salinitdt auf die
Wachstumsraten, die Zellvolumina und die Osmolytgehalte durchgefiihrt.

Wihrend im Starklicht (50 pmol Photonen / m? s) bei Navicula sp. kein nen-
nenswerter Einflufl der Salinitdt im Bereich von 17 bis 51 PSU (= %o) auf die
Wachstumsraten und Zellvolumina zu messen war, zeigte Chaefoceros sp.
differenzierte Reaktionen. Mit steigender Salinitit nahmen Wachstumsraten und
Zellvolumina ab. Im Schwachlicht (5 umol Photonen / m? s) waren die
Wachstumsraten und Zellvolumina deutlich geringer, allerdings war kein
Salzeffekt nachweisbar. Die Populationsdichte stieg dagegen unter Stark- und

Schwachlicht mit zunehmender Salinitidt an.

Folgende osmotisch aktive Substanzen wurden quantifiziert: die Ionen K*, Na*,
Mg?*, Cl, S0,%, HPO,> und die organischen Substanzen Homarin, Di-
methylsulphoniumpropionat (DMSP), Aminosduren und organische Sauren. K+
und Prolin stellten die Hauptosmolyte beider Arten mit ansteigender Salinitdt
dar. Prolin erreichte Konzentrationen von bis zu 41 % (Chaefoceros sp.) bzw.
53 % (Navicula sp.) am internen osmotischen Potential der Algen. DMSP konnte
nur in Navicula sp. nachgewiesen werden. In beiden Arten bestand ein Anio-
nendefizit, das moglicherweise zum Teil durch die negativen Ladungen
organischer Sduren kompensiert wurde.

Die Arten sind als cytoplasmareich zu charakterisieren, da die Vakuolenanteile
am osmotischen Volumen (Zellvolumen - Schale) im Durchschnitt bei 15 %
(Chaetoceros sp.) und 25 % (Navicula sp.) lagen.

Die Arten konnen somit die Ionen nicht iberwiegend in der Vakuole kompar-

timentieren.

Beide Eisalgen tberlebten Langzeit-Dunkelinkubationen von 56 d bzw. 84 d. Die
im Schwachlicht vorinkubierten Algen wiesen einen leichten Zellzahlanstieg und
einen starken Abfall der Prolinkonzentration mit fortschreitender Inkubations-
dauer auf. Die im Starklicht vorinkubierte Navicula sp. besall eine verminderte
Uberlebensrate bei gleicher Tendenz des Prolingehalts. Dabei sank die
Prolinkonzentration aller Ansatze nicht unter ein salinitatsabhangiges Minimum,
dessen Konzentration mit der Salinitdit zunahm und artspezifisch war. Die

DMSP- und Homarinkonzentrationen blieben in den im Starklicht vorinkubierten



Navicula-Proben konstant. Prolin hat wihrend der Dunkelphase wahrscheinlich
die Funktion einer Stickstoffquelle.

Zur Simulation der Salinitatsverhéltnisse wihrend Eisschmelze und Eisbildung
wurden hypo- und hyperosmotische Schockexperimente mit Chaetoceros sp.
durchgefiihrt und der Prolingehalt gemessen. Nach einem hyperosmotischen
Schock im Licht flihrten alle angebotenen Substrate (NO,-, NH,*, verschiedene
Aminosauren und Glucose) zu einer erhohten Prolinsynthese. Im Dunkeln konnte
keine nennenswerte Prolinsynthese durch die Zugabe dieser Substrate
hervorgerufen werden. Es ist davon auszugehen, daB die Art in der Dunkelheit
nicht in der Lage ist, nach einer hyperosmotischen Belastung Prolin zu
synthetisieren. Daher ist eine osmotische Regulation durch Prolin unter den
natiirlichen Bedingungen in Eislaugenkanilen und -kavernen bei Schneebe-
deckung des Packeises nicht wahrscheinlich.

Der Schwellenwert fiir die Prolinabgabe ans Medium nach einer abrupten
hypoosmotischen Belastung lag bei > 8,5 PSU. Im Frihjahr erfolgt die Verrin-
gerung der Salinitdt wihrend der Eisschmelze kontinuierlich, es ist daher nicht

von einem Prolinverlust an das umgebende Wasser auszugehen.

Ein additiver Effekt von Salinitdt und Lichtintensitat bestand hinsichtlich der
zunehmenden Populationsdichte von Chaetoceros sp.. Insgesamt kann keine
eisalgenspezifische Osmoakklimatisation im Vergleich zu Algen gemiBigter
Breiten konstatiert werden. Moglicherweise ist die Anpassung eher in einer

Kombination verschiedener physiologischer Reaktionen begrindet.



Summary
The effect of light intensity and salinity on growth rates, cell volume and

concentrations of osmolytes of the Antarctic ice diatoms Chaetoceros aff.

neogracile and Navicula sp. were investigated in laboratory experiments.

No severe effect of salinity on the growth rates and cell volumes could be
observed in the range of 17 to 51 PSU (= %0) at high photon flux density (50
pmol photons m? s1) for Navicula sp., whereas Chaetoceros sp. showed
significant responses: With increasing salinity growth rates and cell volumes
decreased. Under low light conditions (5 umol photons m-2 s-1) growth rates and
cell volumes were clearly reduced and no salinity effect could be detected. The
population density increased with rising salinity at both, low and high light

intensities.

The following osmotic active substances were determined: the ions K*, Na*,
Mg?*, CI, 80,>, HPO,2 and the organic substances homarine,
dimethylsulphoniopropionate (DMSP), amino acids and organic acids. K* and
proline were the main osmolytes in both algae. Their concentrations increased
with increasing salinity. Proline contributed up to 41 % (Chaetoceros sp.) and
53 % (Navicula sp.) of the internal osmotic potential of the algae. DMSP was
found in Navicula sp. only. Both species exhibited anion deficiencies which may
be compensated by negative charges of organic acids.

The average vacuole portions of the osmotic volume (cell volume - valve) were
15 % (Chaetoceros sp.) and 25 % (Navicula sp.) characterising both diatoms as

cytoplasm-rich micro algae.

The ice algae survived long-term dark incubations of 56 d and 84 d. The
diatoms, pre-incubated at low light intensities, showed a slight increase in cell
number and a considerable decrease in proline concentration with advancing
incubation period. The pre-incubation of Navicula sp. at high photon flux density
resulted in a reduced survival rate with identical responses of the proline
concentration. The proline concentration of all samples did not decrease below a
salinity-dependent, species specific minimum, which was enhanced with
increasing salinity. In the high light pre-incubated Navicula sp. samples the
DMSP and homarine concentrations remained constant. Proline probably acts as
nitrogen source during the dark period.

To simulate salinity stress during ice melting and ice formation hypo- and hyper-

osmotic shock experiments were conducted and the proline concentration in



Chaetoceros sp. was measured. After a hyper-osmotic shock in the light all
substrates (NO,;-, NH,*, several amino acids and glucose) resulted in an
increased synthesis of proline. Supplying these substrates during the dark
incubation only a negligible proline synthesis revealed. It is postulated that the
species is not capable to syntheticize proline in the dark under hyper-osmotic
stress. Osmotic regulation with proline is unlikely under natural low light or dark
conditions in brine channels and pockets of pack ice covered with snow.

The threshold value for proline exclusion into the surrounding medium after an
abrupt hypo-osmotic shock amounts to > 8,5 PSU. It is assumed that there are
no losses of proline to the surrounding media under natural conditions i.e.

gradually changes of salinity during ice melting in spring.

In Chaetoceros sp. there were additive effects of salinity and light intensity
regarding the population density which increased. In conclusion no ice-algae
specific osmotic acclimation in comparison with algae of temperate regions was
observed. Possibly a combination of several physiological responses account for

the acclimation.



1. Einleitung
Die Meereisbedeckung der siidlichen Hemisphire unterliegt starken saisonalen

Schwankungen. Im September erreicht sie ihr Maximum mit 20 x 106 km?, um
dann im Stidsommer auf ein Minimum von ca. 4 x 106 km? abzufallen (Zwally et
al., 1983) (Abb. 1).
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Abb. 1: Die Ausdehnung des Meereises in
der sudlichen Hemisphidre mit einer Bedek-
kung von mehr als 1/8 (aus Maykut, 1985).

Das Meereis bietet einer Vielzahl von Organismen einen zumeist ebenfalls
saisonalen Lebensraum (Horner, 1985). Die Packeisbildung erfolgt im offenen
Weddellmeer (berwiegend unter stirmischen Bedingungen und niedrigen
Temperaturen. Zur eindeutigen Kennzeichnung der Eistypen-Nomenklatur stehen
die internationalen Bezeichnungen in Klammern. Dabei koagulieren 3-4 mm
grofle Eiskristalle (frazil ice-crystals) an der Meeresoberfliche zu einem Eisbrei
(grease ice). Unter ruhigeren Bedingungen frieren die Eiskristalle dann zu runden
Tellern, dem Pfannkucheneis (pancake ice) zusammen (Lange et al., 1989).
Daraufhin entsteht eine ca. 10 cm feste Schicht, die dann nur noch langsam an
Dicke zunimmt. Aufgrund der Struktur wird dieses Eis als granulires Eis (frazil
ice) bezeichnet. Unter der festen Schicht folgt die Bildung meist sdulenférmigen
Eises (congelation ice). Den Prozessen wihrend der Bildung des granuldren
Eises wird eine zentrale Rolle bei der Inkorporation von Organismen aus der
Wassersiule ins Packeis zugeschrieben (Garrison et al., 1983; Garrison et al,,
1989). Die kleinen Eiskristalle passieren als Folge der stiirmischen Bedingungen



einen Teil der Wassersiule, um aufgrund ihres Auftriebs an die Oberfliche zu
gelangen. Wihrend dieses Aufstiegs assoziieren ("ernten") sie Organismen und
tragen somit zur unspezifischen Aufkonzentrierung z.B. von Algen im
entstehenden Packeis bei. Neben diesem "StraBenkehrereffekt" konnen auch
Wellenfelder Wasser durch den Eisbrei pumpen, der die Organismen "aussiebt"
und somit anreichert (Ackley et al., 1987).

Die im Eis eingeschlossenen Organismen sind in Abhidngigkeit von der Eisdicke
und Schneeauflage z.T. sehr niedrigen Temperaturen (-30 °C im oberen Eis-
sdulenbereich) und extremem Schwachlicht (ca. 0,2 pmol Photonen / m? s im
unteren Eissdulenbereich) ausgesetzt (zur Ubersicht: Kirst und Wiencke, 1994).
Das im Packeis eingeschlossene Wasser friert als Funktion sehr niedriger
Temperaturen (< -1,8 °C) aus, so dall Meerwasser mit erhohter Salinitit in den
Eislakunen verbleibt. Es besteht ein dynamisches Gleichgewicht zwischen Tem-
peratur und Salinitdt der im Meereis eingeschlossenen Sole.

Die Salinitdt der Sole 1Bt sich nach den Gleichungen von Assur (1958) er-

rechnen:

1000T
 T-54,11

_ 62,4-1031T
© 1,0624-0,01031 T

wenn T>-82°C

wenn -229°C<T<-8,2°C

(S = Salinitatin PSU; T = Temperaturin®°C)

Je nach Vorkommen in der Eissdule sind die Algen - iiberwiegend Diatomeen
(Garrison et al., 1986) - somit unterschiedlichen Salinititen der Solekavernen
und -kandlen ausgesetzt. Im wesentlichen unterscheidet man nach Horner et al.
(1992) 4 Gemeinschaften (Abb. 2). Oberflichen-, Innereis-, Boden- und
Untereisgemeinschaft (surface, interior, bottom, sub-ice community).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der im Meereis vorkommen-
den biologischen Gemeinschaften (aus Horner et al., 1992).

Von besonderer Bedeutung hinsichtlich der Salztoleranz sind die Schmelzwas-
sertimpel (melt pools) mit hyposalinem und die Innereisgemeinschaften im
oberen Eissdulenbereich mit hypersalinem Milieu. Der Lebensraum Packeis weist
einen Salinitdtsbereich zwischen ca. 3 PSU (Vargo et al., 1986) und 205 PSU auf
(Weissenberger, 1992). Die dort lebenden Arten miissen sich also nicht nur an
tiefe Temperaturen und niedrige Lichtintensititen anpassen, sondern auch noch
zur Osmoakklimatisation befahigt sein.

Reed (1984) definiert die Begriffe osmotische Anpassung, Osmoakklimatisation
und Turgor- bzw. Volumenregulation als reversible biochemische und physio-
logische Anderungen in der zellulidren Struktur und Funktion als Auswirkung auf
einen Salzstref3. Dabei sind zwei Phasen der Anpassung zu unterscheiden (Kirst,
1990): Die erste Phase ist charakterisiert durch schnelle Verianderungen im
Turgor (bei Zellen mit Zellwand) oder Volumen (bei Zellen ohne Zellwand),
verursacht durch Wasserein- und ausstrom je nach osmotischem Gradienten
zwischen Medium und Zelle. Diese Prozesse stehen nicht unter
stoffwechselphysiologischer Kontrolle und sind schon nach wenigen Minuten
abgeschlossen. Die Zelle zeigt ein passives Osmometerverhalten. Die zweite
Phase ist durch zellulire Konzentrationsinderungen der Osmolyte (osmotisch
aktive Substanzen) bis zur Einstellung eines neuen Gleichgewichts
gekennzeichnet. Zum einen #ndern sich die Ionenverhiltnisse (vor allem K* :
Na*), zum anderen werden organische Osmolyte synthetisiert. Diese Phase
dauert bei Mikroalgen mindestens 2 h und ist aufgrund der Syntheseleistung sehr
energieaufwendig. Osmolyte, die die toxisch wirkenden Ionen (besonders Nat)
im Cytoplasma ersetzen, werden auch als kompatible Substanzen ("compatible



solutes") bezeichnet (Brown und Simpson, 1972). Die Fihigkeit zur
Akkumulation solcher Verbindungen stellt einen evolutionsbiologischen Vorteil
dar (Yancey et al, 1982). Sie ermoglichen vielen pro- und eukaryotischen
Organismen das Uberleben in einem groBen Salinititsbereich, wahrend z B.
Halobakterien durch genetische Anpassung (Osmoadaptation) auf ein
hypersalines Milieu angewiesen und beschrinkt sind. Die vertraglichen Sub-
stanzen besitzen folgende Eigenschaften (Kirst, 1994):

a) hohe Laoslichkeit

b) Ladungsneutralitdt (Nettoladung) unter physiologischem pH-Wert

¢) keine Giftigkeit in hohen Konzentrationen

d) schneller Auf- und Abbau der Substanz und Umsatz aus Reservestoffen

¢) metabolische Kontrolle Uber die verschiedenen enzymatischen Schritte

Kompatible Substanzen sind meist Haupt-Photosyntheseprodukte. Zu ihnen
zahlen Zucker, Polyole, Aminosduren, quartire Ammoniumverbindungen und
tertidgre Sulphoniumverbindungen. Thre Schutzwirkung nimmt mit geringerer
Loslichkeit ab. Haufige und typische Verbindungen sind Glycerin, Prolin und
Glycinbetain u.v.a.. Erklarungsansitze zu deren Wirksamkeit im Cytoplasma der
Zelle falit Galinski (1992) in drei Modellen zusammen:

1) Wasserersatz: Kompatible Substanzen ersetzen Wassermolekile in der
Hydrathiille von Proteinen und wirken somit einer verringerten Wasseraktivitét
entgegen. Dies gilt z.B. fiir Polyole (Yancey et al., 1982).

2) Modifikation der Proteinoberfliche: Hydrophobe Bereiche eines Proteins kon-
nen durch "Minidetergenzien" maskiert werden, so dal} die Affinitdt zum Wasser
erhoht und eine Stabilisierung der Hydrathiille bewirkt wird. Prolin gilt als
Beispiel fur solch ein "Minidetergens". Der hydrophobe Bereich des Molekils ist
dem ebenfalls hydrophoben Bereich des Makromolekils zugewandt. Dadurch
tritt der hydrophile Molekilbereich der Iminosdure mit dem Losungsmittel
(Zellsaft) in Verbindung. Die hydrophoben Proteinbereiche werden somit in
hydrophile "umgewandelt". Man spricht daher von hydrophober Hydratation
(Schobert, 1979).

3) Ausschlufl aus der Hydrathiille (Eis-Insel-Modell): Unter Beriicksichtigung
der Verhiltnisse im Cytoplasma werden im Eis-Insel-Modell zwei Wasserpo-
pulationen unterschiedlicher Dichte berticksichtigt:

In einem System mit Polyanionen (Proteine) kénnen die Gegenionen (z.B. Na*
und K*) nicht gleichmifBig in der Losung verteilt sein. Sie halten sich mit
groferer Dichte in der Ndhe der Polyanionen auf. Dies fithrt zur Verminderung
der Wasseraktivitdt in den Hydrathiillen und damit zu einem erniedrigten



Wasserpotential. Das System reagiert mit der Verinderung des partiellen
Molvolumens, d.h. durch Volumenverringerung in den Hydrathiillen (Erhéhung
des Wasserpotentials) und durch Volumenaufweitung im freien Wasser
(Erniedrigung des Wasserpotentials). Es liegt nun dichtes Wasser in der
Hydrathiille und weniger dichtes Wasser auBlerhalb vor. Dies hat einen EinfluB}
auf die Fahigkeit zur Losung von Osmolyten: kleine Molekiile hoher
Ladungsdichte sind iiberwiegend im Wasser hoher Dichte, wihrend grofe
Molekiile geringer Ladungsdichte im Nicht-Hydrat-Wasser verteilt sind. Somit
liegen Na* und K* graduell in unterschiedlichen Wasserpopulationen vor: Na*
tberwiegend im Hydrat-Wasser, K* {iberwiegend im Nicht-Hydrat-Wasser. Die
ladungsneutralen kompatiblen Substanzen sollten aufgrund ihrer groBen stark
gebundenen Hydrathiillen von der Proteinoberfliche ausgeschlossen und im
Nicht-Hydrat-Wasser verteilt sein.

Wasser an hydrophoben Grenzfldchen hat ein groBeres Potential, weil es weniger
Wasserstoftbriicken ausbilden kann als freies Wasser. Der Autor geht von einer
Aufweitung der Struktur an den Grenzflichen und einer Komprimierung des
Restwassers aus. Da sich hydrophobe Bereiche eher in schwach strukturiertem
Wasser hydratisieren lassen, fiithrt die Integration von Salzen zur Destabilisierung
von hydrophoben Wechselwirkungen. Die kompatiblen Substanzen, die die Salze
ersetzen, haben eine Priferenz fiir das Nicht-Hydrat-Wasser und erhéhen somit
unwesentlich die Dichte des Hydrat-Wassers. Die Funktion ist also in der
Aufrechterhaltung einer "natirlichen" Hydrathille zu sehen. Die molekulare
Grundlage fiir die Priferenz kompatibler Substanzen fiir aufgeweitetes Wasser
liegt also in der Ausbildung eisdhnlicher Hydrathiillen, die strukturell auf-
geweitetem Wasser dhnlich sind und sich somit gut in dieses integrieren lassen.

Uber kompatible Substanzen in Eisalgen ist bisher wenig bekannt. In den
Eisalgen-Inhaltsstoffuntersuchungen ist meist nur die GroBgruppe der nieder-
molekularen Substanzen angegeben. Nur die Iminosdure Prolin ist bisher in
Eisdiatomeen nachgewiesen worden (Bartsch, 1989; Nothnagel und Wanzek,
1989). Somit driangt sich die Erfassung organischer Osmolyte in Eisalgen, an-
gesichts der groBen Spannbreite des Salzgehalts in deren Habitat, geradezu auf.

Damit die Ergebnisse von Osmolytkonzentrationen mit denen anderer Autoren
vergleichbar sind, miissen sie als Konzentrationsangaben in Bezug auf das Volu-
men vorliegen. Eine hier nicht aufzufiithrende Anzahl an Publikationen gibt Kon-
zentrationen von Inhaltsstoffen in Bezug auf die Zelle oder den Chlorophyll a-
Gehalt an. Da jedoch die Eisdiatomeen ein sehr weites GroBenspektrum abdek-



ken, konnen Vergleiche, die nicht volumenbereinigt sind, zu Fehleinschatzungen
fuhren. Gerade bei der Bestimmung von Osmolyten zur Aufstellung einer osmo-
tischen Gesamtbilanz ist deren Bedeutung nur in molaren bzw. osmolalen Kon-
zentrationen einzuschitzen. Schon bei Konzentrationsvergleichen von Inhalts-
stoffen einer Art unter verschiedenen Versuchsbedingungen kann nicht ausge-
schlossen werden, daf} sich die gewihlte BezugsgréBe (einschlieBlich Zellvolu-
men) nicht ebenfalls dndert. Die Volumenbestimmung von Diatomeen ist im
Vergleich zu vielen anderen einzelligen Algenabteilungen besonders problema-
tisch. Es kann nicht von einer konstanten ZellgréBe ausgegangen werden. Die
Variabilitidt der ZellgroBe ist im Teilungsmodus begriindet. Bei der vegetativen
Fortpflanzung gleiten die beiden verkieselten Schalenhalften, die im Schalen-
durchmesser groflere Epitheka und die kleinere Hypotheka, auseinander. Zur
Bildung der neuen Zellen wird die jeweils fehlende Schalenhalfte immer als
Hypotheka ergidnzt. Die durchschnittliche IndividuengréBe in einer Diatomeen-
population nimmt deshalb mit fortschreitenden Zellteilungen ab. Diese Zellver-
kleinerung schreitet in der Regel nur bis zu ca. 2/5 der maximaien Grofe voran,
um dann die geschlechtliche Fortpflanzung einzuleiten (Geitler, 1932; Drebes,
1966; Werner, 1971a). Zur Auslésung der Gametogenese und der darauf folgen-
den Auxosporenbildung ist nicht nur die ZellgroBe ausschlaggebend. Als duBBere
Signalgeber werden in der Literatur Licht (Smith, 1966; Drebes, 1966; Furnas,
1985; Vaulot und Chisholm, 1987; Armbrust und Chisholm, 1990), Temperatur
(Drebes, 1966), Salinitit (Schultz und Trainor, 1968) und Nihrstoffangebot
(Davis et al., 1973; French und Hargraves, 1985) diskutiert. Eine neuere Un-
tersuchung deutet daraufhin, dafl bei Abwesenheit eines duferen Signéls die
ZellgroBe die sexuelle Fortpflanzung einleitet, wiahrend bei Anwesenheit eines
solchen Signals die genetische Information tberschrieben wird (Armbrust und
Chisholm, 1992). Somit kénnte die Gametogenese schon vor dem Erreichen der
kritischen ZellgroBe eingeleitet, aber auch bei Erreichen derselben unterdriickt
werden.

Es ist daher nur unter bestimmten Bedingungen eine Auxosporenbildung und
damit die Wiederherstellung der maximalen Zellgrofle in Form einer
"Erstlingszelle", die aus der Auxospore hervorgeht, gewahrleistet. Die Zellen,
bei denen die Gametenbildung innerhalb des zumeist recht kleinen GrofBen-
bereichs nicht einsetzt, teilen sich zu Tode. Unter Bedingungen, die keine Auxo-
sporenbildung zulassen, sind die Algen in der Lage (vegetative) Dauersporen an-
zulegen. Diese meist robusten und widerstandsfiahigen Zellen keimen unter giin-
stigen Bedingungen, womit das Uberleben der Art auch unter fiir vegetative Zel-

len ungiinstigen abiotischen Faktoren gesichert ist. Die Dauersporenbildung stellt
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unter dem Gesichtspunkt der Zellverkleinerung aber nur einen Aufschub dar: Die
GrofBe der Zelle, die aus der Dauerspore hervorgeht, ist genauso groB wie die
der vegetativen Zelle, aus der die Dauerspore entstand. Im Normalfall sind
Diatomeen also auf die sexuelle Fortpflanzung zur Wiederherstellung der Gréfe
angewiesen. Fur wenige Ausnahmen konnte die Kompensation der Zellverkleine-
rung auf vegetativem Wege nachgewiesen werden (Gallagher 1983; French und
Hargraves, 1985; French und Hargraves, 1986).

Als Konsequenz aus dem besonderen Teilungsmodus ist die Ermittlung des mitt-
leren Zellvolumens zum Versuchszeitraum zwingend notwendig, um aussage-

kraftige Osmolytkonzentrationen angeben zu konnen.

1.1. Fragestellung

Die vorliegende Arbeit ist in 4 thematische Teilabschnitte untergliedert (Abb. 3):
Im ersten Teil sollen Wachstum und Zellvolumina (einschlielich osmotischer
Zellvolumina und Vakuolengrofie) der Eisdiatomeen Chaetoceros sp. (nihere Be-
schreibung der Art in Kap. 2.1.) und Navicula sp. (Lyrataegruppe, personliche
Mitteilung von Dr. Richard Crawford) in Abhangigkeit von der Salinitdt und
Lichtintensitat bestimmt werden. Zur Beprobung werden die Stammkulturen drei
Salinitdten 17, 34 und 51 PSU ausgesetzt, die hypo-, is- und hyperosmotische
Bedingungen in Laborexperimenten simulieren.

Der zweite Teil befa3t sich mit der Erfassung organischer und anorganischer Os-
molyte unter denselben Standardbedingungen.

Im dritten Teil werden winterliche Bedingungen durch die Langzeitinkubation
der Algen im Dunkeln unter Meerwassersalinitit und erhohtem Salzgehalt
hergestellt und die Konzentrationsverinderungen der Hauptosmolyte (Prolin),
die Populationsdichte und die Vitalitat erfaf3t.

Der vierte Teil der Arbeit enthilt Experimente zur niheren Charakterisierung
von Synthese und Abbau der Iminosdure Prolin in Chaetoceros sp. unter
hypoosmotischen und hyperosmotischen Bedingungen.

Sowohl die Kultivierung als auch die Experimente wurden bei 4 °C durchgefiihrt.
Nur im temperaturrelevanten Versuch wurde von der Standardtemperatur abge-
wichen (Kap. 6.1.3.).

Sprachregelung: Die Lichtintensititen von 50 und 5 pmol Photonen / m? s
werden zur besseren "sprachlichen Handhabung" auch als Stark- und
Schwachlicht bezeichnet. Es wird jedoch darauf hingewiesen, daB das Photo-
synthesemaximum von Chaetoceros sp. erst bei ca. 70 umol Photonen / m? s
erreicht wird (Nothnagel und Wanzek, 1989).
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Dunkelheit

50 pmol / m? s S pmol/m?s 42 - 84 Tage
Chaetoceros sp. Chaetoceros sp.
Navicula sp. Navicula sp.
17, 34 und 51 PSU 34 und 51 PSU
~.
v A A Y a
[Wachstum | |Zellvo|umina| Osmolyte | Populationsdichte [ IProlin {(Osmolyte) ! lVitalitit |
hypoosmotische hyperosmotische
Bedingungen 50 pm(‘)] Im®s Bedingungen
Salz (ASW) - Schwellenwert N(C)Quellen
Abgabe ans Medium R A/ (auch im Dunkeln)
Prolin < Salz (ASW)
Salz (ASW) - Zelle / Medium » ! ]

zeitlicher Verauf ' % '\ 'Sorbitol (1500 mOsm/kg)l

I Temperatur: -1,8°C }

Abb. 3: Vereinfachte Zusammenfassung der durchgefithrten Experimente mit
Kennzeichnung der 4 Teilbereiche der Arbeit. ASW = kunstliches Meerwasser;
Schwellenwert = Schockgrofie, ab der Prolin von den Zellen abgegeben wird,
zeitlicher Verlauf = Prolinkonzentration in der Zelle und im Medium nach einem
hypoosmotischen Schock im zeitlichen Verlauf.
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2. Material und Methoden

2.1. Kultivierung

Die antarktischen Diatomeen (Bacillariophyceae) Chaetoceros sp. (Centrales)
und Navicula sp. (Pennales) wurden aus Packeisproben des Weddellmeeres
isoliert, die wahrend der Antarktisexpedition "Winter Weddell Sea Project"
(WWSP) mit dem Forschungsschiff "Polarstern" 1986 genommen wurden.
Aufgrund fehlender taxonomischer Merkmale konnte die kleinzellige Form
Chaetoceros sp. nicht bis zur Art bestimmt werden (persdnliche Mitteilung von
Dr. David Thomas). Moglicherweise handelt es sich um die bei Thomas et al.
(1992) beschriebene Chaetoceros-Art. Oftmals werden die kleinzelligen
antarktischen Vertreter dieser Gattung auch als Chaetoceros neogracile be-
zeichnet. Chaetoceros sp. wuchs in ca. 250 mL-Kulturréhren unter kontinu-
ierlicher Beluftung mit PreBluft, wihrend Navicula sp. in 250 mL-Erlen-
meyerkolben angezogen wurde. Das kiinstliche Meerwassermedium (Firma
Wiegandt GmbH und Co. XG, Krefeld, FRG) wurde mit der Nihrl¢sung {f/2-Beta
(Bidwell, 1985) angereichert. Die Stammkulturen mit den Salinititen von 17, 34
und 51 PSU wurden mit Tageslicht-Leuchtstoffrohren (Osram L36 / W11) bei
einer Photonenfluenzrate von 5 und 50 pmol m2 s-! in einem Licht-Dunkel-

Rhythmus von 12:12 h beleuchtet. Die Kultivierungstemperatur lag bei 4 °C.

2.2, Versuchsdurchfiihrungen

2.2.1. Abernten der Stammkulturen
Da alle Osmolyte (auBer Prolin und DMSP) aus einem Extrakt bestimmt werden
sollten, muBten die Algen zunichst aufkonzentriert (Pellet) und anschlieBend

vom anhaftenden Medium befreit werden. Ansonsten hitten die hohen Medium-
Ionenkonzentrationen die anschlieBenden Inhaltsstoff-Bestimmungen (besonders
die Ionenbestimmungen) gestort. Dieses Verfahren konnte nicht mit den iiblichen
eiskalten CaNO,;-Waschlésungen durchgefithrt werden, weil erstens NO;
gemessen werden sollte und zweitens die Algen ausflockten und kein festes
Pellet bildeten. Somit wurde ein Waschvorgang mit is-osmotischen
Sorbitollosungen standardisiert. In Vorversuchen blieben nach zweimaligem
Waschen mit Sorbitol (bei 4 °C) die Ionenkonzentrationen konstant, ohne die
Zellen zu schadigen (mikroskopische Kontrolle). (Die Ergebnisse der
Vorversuche sind in dieser Arbeit nicht dargestellt). Aufgrund der viskosen
Waschlosungen mufBiten die Zentrifugationszeiten fiir die Waschvorginge erhéht
werden. Nach der sich anschlieBenden wiBrigen Extraktion wurden die
hydrophoben Extraktbestandteile, die die HPLC-Bestimmungen gestort hitten,
mit Chloroform ausgeschiittelt.
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Generelle Angaben zu Versuchsdurchfiihrungen:
Navicula sp. wurde bei 1500 g, Chaetoceros sp. und die Extrakte bei 4200 g
abzentrifugiert. Alle Arbeitsschritte wurden - soweit moglich - bei 4 °C

durchgefuhrt.

Pellet-Waschvorgang:

40 bis 80 mL der Stammkulturen wurden 8 min abzentrifugiert, der Uberstand
verworfen, das Pellet in is-osmotischem Sorbitol aufgenommen, die Zellen sorg-
filtig resuspendiert und nochmals 12 min zentrifugiert und abermals der
Uberstand verworfen., Daraufhin wurde der Sorbitol-Waschvorgang wiederholt

und das Pellet in 3 bis 10 mL entionisiertem Wasser aufgenommen.

Extraktion:
Die Algen wurden 1 h im Wasserbad bei 100 °C in verschlieBbaren Zentrifugen-
rohrchen gekocht, abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und auf ein defi-

niertes Volumen aufgefiillt.

Ausschiitteln hydrophober Substanzen:

Es wurden ca. 30 % des Extraktvolumens an Chloroform zu diesem hinzuge-
geben. AnschlieBend wurde der Extrakt 30 s auf einem Mixer ausgeschiittelt.
Der Ansatz wurde nochmals abzentrifugiert und die obere (wéBrige) Phase zu

den verschiedenen Bestimmungen eingesetzt.
Prolin- und DMSP-Bestimmung: siehe Bestimmungsmethoden

Die Lagerungstemperatur fiir die nicht sofort gemessenen Extrakte betrug -18 °C
in verschraubbaren 10 mL-Zentrifugenrdhrchen oder 20 mL-Szintillations-
gefiBen. Die Filter zur DMSP-Bestimmung wurden in einer Tiefkiihltruhe bei
-80 °C in gasdichten 20 mL-Probenfldschchen aufbewahrt.

2.2.2 Langzeit-Dunkelinkubation
Die Schwachlicht-Stammkulturen (5 umol Photonen / m? s) mit den Salzgehalten
von 34- und 51 PSU beider Eisalgen wurden 84 d im Dunkeln bei 4°C inkubiert.
Zusitzlich wurden Starklichtkulturen (50 pmol Photonen / m? s) der Art
Navicula sp. mit einer Salinitdt von 34 PSU 42 d der Dunkelheit ausgesetzt. Die
Schwachlichtansitze wurden alle 28 d, die Starklichtansidtze von Navicula sp.
nach 0, 21 und 42 d abgeerntet. Es wurden die Zellzahlen, der Osmolytgehalt
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und die FRI-Werte (als MaB fiir die Photosynthesekapazitit) der Kulturen

bestimmt,

2.2.3. Hypoosmotischer Schock und die Veridnderung der Prolinkonzentration

in den Zellen und im Medium als Funktion der Zeit

Der Versuch wurde in 10 mL-Zentrifugenréhrchen unter Standardbedingungen
durchgefithrt. 10 mL einer 51 PSU-Kultur wurden 2 min bei 4200 g abzentrifu-
giert, der Uberstand mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe mit Pasteurpipette abge-
saugt und anschlieBend das Pellet mit 2,5 mL 17 PSU-Medium resuspendiert
(t=0). 5 min vor dem Erntezeitpunkt (5 - 720 min) wurde die Suspension
abzentrifugiert, 2 mL vom Uberstand mit einer 1 mL-Eppendorff-Pipette ab-
genommen und der Rest des Uberstandes mit der Wassserstrahlpumpe abgesaugt.
Zum verbleibenden Pellet wurden 2 mL 75 %ige Essigsaure zum Abtdten der
Zellen (t = Erntezeitpunkt) und 2 mL Aqua bidest gegeben und die Proben

eingefroren.

2.2.4. Hypoosmotische Belastung mit unterschiedlicher SchockgroBe

Der Versuch wurde, wie unter 3.2.2. beschrieben, mit folgenden Anderungen
durchgefihrt:

Die Inkubationszeit betrug konstant 30 min. Als Ausgangsansidtze dienten
51 PSU-Kulturansidtze von Chaetoceros sp.. Die hypoosmotischen Schocks wur-
den durch die Verwendung von Medien zwischen 51 PSU und 17 PSU in ca. 4,2-
4,3 PSU-Schritten reguliert. Es ergaben sich somit SchockgroBen zwischen
0 und 34 PSU.

2.2.5. Hyperosmotische Belastung bei Licht und im Dunkeln

Die 34 PSU-Algensuspension wurde abzentrifugiert und das Pellet mit 10 mL
51 PSU-Medium resuspendiert (t = 0) und in Kulturréhren unter Standard-
bedingungen bzw. im Dunkeln inkubiert. Der Versuch begann zum Anfang der
Lichtphase. Die Probennahmezeitpunkte: 0, 4, 8, 12 und 48 h.

2.2.6. Hyperosmotische Belastung bei Licht und im Dunkeln unter Zugabe

verschiedener N-Quellen und Glucose
In Zentrifugenréhrchen wurden jeweils 5 mL 17 PSU- bzw. 34 PSU-Kultur ge-

geben, die Suspensionen abzentrifugiert, die Uberstinde mit Wasserstrahlpumpe
und Pasteurpipette abgesaugt und das Pellet in 5 mL stickstoffreiem 51 PSU-

Medium resuspendiert.
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AnschlieBend wurde eine Auswahl aus den folgenden N-Quellen bzw. Glucose
hinzugegeben:

keine N-Quelle

2 mol / m* NaNO,

2 mol / m* NH,CI

2 mol / m* Glutaminsdure

2 mol / m* Glycin

2 mol / m® Prolin

2 mol / m*® Glucose.
Die Proben wurden 24 h in Zentrifugenréhrchen unter Standardbedingungen und
im Dunkeln inkubiert. 1 mL wurde zur Zellzahlbestimmung entnommen, die rest-
lichen 4 mL zur Prolinbestimmung eingesetzt.
Der Versuchsanatz zur Bestimmung der Prolinkonzentration nach hyperosmo-
tischer Belastung mit stickstoffreier Vorinkubation wurde wie oben beschrieben
durchgefiihrt. Die Vorinkubation betrug 7 d, die Lichtintensitit 50 umol Photo-

nen/ m?s.

2.2.7. Hyperosmotische Belastung mit dem organischen Osmolyten Sorbitol

Jeweils 4 Stammkulturen (17 PSU) wurden abzentrifugiert und anschlieBend
1500 mOsm / kg Sorbitollésung (entspricht 51 PSU) zugegeben. Die Ansitze
wurden nach 8 und 24 h abgeerntet, die Zellen mikroskopisch kontrolliert und

der Prolingehalt bestimmt.

2.3. Bestimmungsmethoden
2.3.1. Ubersichtsschema der eingesetzten Methoden und MeBgréBen

Abb. 4 gibt einen Uberblick iiber die bestimmten MeBgroBen und die dazu einge-
setzten Methoden. Neben den anorganischen Osmolyten (Ionen) Na*, K*, Mg**,
HPO,~, CI', SO,~ und NO;- wurden die organischen Osmolyte DMSP, quartire
Ammoniumverbindungen (QACs), organische Sduren, Aminosduren und die
Iminoséaure Prolin bestimmt. Als Vitalitdtstest wurde die Photosynthesekapazitit
uber die Fluoreszenz bestimmt. Als Bezugsgréfe diente fiir alle Analysen die
Zellzahl. Die Zellgroflen der Algen wurden zur Volumenbestimmung gemessen,

um zwischen den Arten vergleichbare Konzentrationsangaben machen zu kénnen.
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Abb. 4: Ubersicht der fiir die Bestimmung der einzelnen MeBgroBen eingesetz-

ten Methoden bzw. Verfahren.

Unterstrichen: Methode; Box: Mefigrofie; PS: Photosynthese, AAS: Atomab-
sorptions-Spektrophotometrie; GC: Gaschromatographie; HPLC: High Per-
formance Liquid Chromatography; L-Mikroskop.: Lichtmikroskopie; TEM:

Transmissionselektronen-Mikroskopie;

QACs: Quartire Ammoniumverbin-

dungen; org. Sduren: Organische Sauren.

2.3.2. Tonen

2.3.2.1. Kationen

Die iiber Membranfilter (0,45 um) vorgereinigten Extrakte wurden zur Kationen-

bestimmung unverdiinnt und in einer Verdiinnung von 1 + 9 eingesetzt.

Die Kationen K*, Na* und Mg?* wurden mit Hilfe des Atomabsorptions Spek-
trophotometer 2380 (Perkin-Elmer, Bodenseewerk Uberlingen, GER) bestimmt.
Als Oxidans / Brenngas-Gemisch diente Luft / Acetylen.

Als Monochromatoren wurden elementspezifische Hohlkathodenréhren benutzt.
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Die Bestimmung der Extinktion erfolgte bei folgenden Parametern:

Element Spaltbreite Wellenlange
[mm] [am]
Natrium 0,2 589,0
Kalium 0,2 766,5
Magnesium 0,2 2852

2.3.2.2. Anionen

Der Extrakt wurde durch ein 0,45 um Membranfilter gereinigt und zur Bestim-
mung unverdiinnt im Ionen-Chromatographen 690 (Methrom, Herisau, CH)
eingesetzt. Das Gerdt war mit einem Leitfahigkeitsdetektor und einer stdhlernen
Hamilton PRP-X100 Sidule (250 - 4,1 mm i.D.) ausgerustet. Als Eluent wurde
2 mol / m® Phthalsdure mit 5 % Aceton (v / v) (pH 5) mit einer Flufirate von
2 mL / min gewdhlt. Die Detektorsignale wurden mit einem Shimadzu CR-5A
Integrator und entsprechenden Eichsubstanzen anhand der Retentionszeiten
identifiziert und iiber die Peakflichen quantifiziert.

PO,?" konnte mit dem oben angegebenen Eluenten nicht nachgewiesen werden,
deshalb wurde die photometrische Methode nach Gerlach und Deuticke (1963)
eingesetzt.

2.3.3. Aminosduren

Zunichst wurden die zu analysierenden Proben vollstindig eingedampft. An-
schlieBend erfolgte die Vorsidulenderivatisierung mit DABS-CI (Dimethyl-
aminoazobenzenesulfonyl Chloride) (Beckman Instruments, California, USA).
Die HPLC-Bestimmung erfolgte mit einem Zwei-Pumpen-System zur Erzeugung
eines Laufmittelgradienten. Zur Trennung der Aminosduren diente eine
Ultrasphere ODS 4,6 mm x 25 c¢m, 5 um dp-Siule (Reversed Phase-Analyse).

Folgende Laufmittel wurden eingesetzt:

A: 10 mol / m® Zitronensdure mit 4 % DMF, pH 6,5 £+ 0,05

B: 300 mL von A + 700 mL Acetonitril mit 4 % DMF
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Gradientendaten:

Anderungszeit- Dauer % A % B
punkt [min] [min]

Start - 71 29

0 12 49 51

12 5 14 86

20 1 100 0

27 0,25 71 29
35 Ende

Die Fluflirate betrug 1,4 mL / min mit Vorsdule (Ultrasphere ODS 4,6 mm x
4,5 ¢cm, 5 um dp) bzw. 1,2 mL / min ohne Vorsaule. Die Detektion erfolgte bei
436 nm (dem Absorptionsmaximum von DABS-Cl) mit einem Diodenarray-
Detektor und einer Bandbreite von 4 nm,

Folgende Aminosduren konnten nach dieser Methode erfalit werden:

Aspartat, Glutamat, Serin, Threonin, Arginin, Glycin, Alanin, Prolin, Valin,
Methionin, Leucin, Iso-Leucin, Phenylalanin, Cystein, Lysin, Histidin und
Tyrosin.

Die Eichung erfolgte mit kéduflichen 1 nmol-Standards. Vorversuche ergaben
einen linearen Zusammenhang zwischen Detektorsignal und Aminosidurekon-

zentration bis zu 4 nmol.

2.3.3.1. Prolin
Eine photometrische Prolinbestimmung war aufgrund der sehr hohen Konzentra-
tionen in den 34- und 51 PSU-Ansatzen notwendig. Die Prolinmengen hitten bei
weitem den linearen Bereich der HPLC-Bestimmung der Aminosiuren
iberschritten. Die Prolinbestimmung erfolgte modifiziert nach Bates et al.
(1973). Es wurden in der Regel 5-10 mL Algensuspension abzentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Pellet auf 2 mL aufgefillt, 2 mL 75 %ige Essig-
siure dazu pipettiert, 2 mL eines Gemischs aus 75 %iger Essigsaure und 6 M
H,PO, (im Verhiltnis 3 : 2) mit 40 mg Ninhydrin / mL hinzugegeben, geschittelt
und 1 h bei 100 °C im Wasserbad gekocht. Die Reaktion wurde daraufhin im
Eisbad gestoppt, 3 mL Toluol zum Extrakt gegeben, ca. 15 s mit dem Mixer
(Whirlmix) geschittelt und anschliefend abzentrifugiert, um eine gute
Phasentrennung zu erhalten. Der rote Uberstand wurde bei 520 nm im Photo-

meter gemessen. Die Nachweisgrenze lag bei 10 nmol.
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2.3.4. B-Dimethylsulfoniumpropionat (DMSP)- Bestimmung
Zur DMSP-Bestimmung wurden 5 bis 10 mL Navicula sp.-Algensuspension bei
einem Unterdruck von ca. 0,03 MPa auf ein Glasfaserfilter (Whatman, GF/F)
abfiltriert, dieses sofort in ein gasdichtes Probenflischchen (mit Teflon

beschichtetem Septum) uberfithrt und unverziiglich bei -80 °C gelagert. Zur
Messung der Chaetoceros sp.-Proben wurden 2 mL konzentrierter Algensus-
pension in die Probengefifle pipettiert, da bei der Filtration die Schwebefortsitze
abgebrochen wiren.

Die DMSP- Bestimmung erfolgte nach White (1982) indirekt tber die Be-
stimmung des Gases Dimethylsulfid (DMS). Dieses entsteht unter alkalischen
Bedingungen aus dem DMSP, das sich im Verhiltnis 1:1 in DMS und Acrylsdure
aufspaltet. Zur Herstellung alkalischer Bedingungen wurde jeder Ansatz mit
5 mL 25 %iger NaOH versetzt. Dieser alkalische Ansatz wurde unter stindigem
Schiitteln mit einem Mixer 4 h inkubiert. Aus dem Gasraum des Gefilles wurden
anschlieBend mit einer 500 pl gasdichten Spritze aus jedem Versuchsansatz
500 pl in den Injektionsport eingespritzt. Die Trennung erfolgte mit dem
Shimadzu 9A Gaschromatograph (Shimadzu Seisakusho, Kyoto, Japan), der
Trennsdule Chromosorb 101 (80/100 Mesh), die Quantifizierung mit einem
Flammenphotometrischen Detektor (FPD) und die Integration der Fliche mit
dem Shimadzu CR-3A Integrator. PreBluft und Wasserstoffgas dienten als
Brenngasgemisch. Die Trigergasfluirate (N,) betrug 65 mL / min, die Detektor-
und Injektortemperaturen wurden auf 240 °C, die GasfluBrate fir das
Wasserstoffgas wurde auf 0,8 mL / min und die Pref3luftzufuhr auf 0,7 mL / min
eingestellt. Die Auftrennung erfolgte isotherm bei 190 °C. Die Retentionszeit fur
die DMS-Standards lag bei 0,9 min.

Der Gasraum der Probengefifle betrug 25,5 mL. Davon sind 5,0 mL NaOH ab-
zuziehen. Es verblieb ein bei der Berechnung zu berticksichtigender Gasraum von
20,5 mL.

2.3.5. Organische Sduren

Die zu bestimmenden Proben wurden ausgedampft und dann in 0,5 mol / m?
H,SO, aufgenommen. Diese Losung wurde zunichst bei 7000 g scharf abzentri-
fugiert, um korpuskulidre Zellbestandteile zu entfernen. Die Proben wurden durch
einen Nylonfilter in den Methrom Ionen-Chromatographen 690 (Methrom,
Herisau, CH) manuell injiziert. Zur Trennung (Jonenausschluflichromatographie)
wurde eine Hamilton PRP-X 300 Saule (250 - 4,1 mm i.D.) verwendet. Als
Laufmittel diente 0,5 mol / m*® H,SO,. Die Eluentenleitfahigkeit betrug ca.
300 uS / cm?, die Flufrate 1,15 mL / min. Die Detektorsignale wurden mit einem
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Shimadzu CR-5A anhand der Peakhohen ausgewertet. Es wurden die Siuren
Malat, Citrat, Lactat und Acetat bestimmt. Eine Analyse (ein "Lauf") dauerte ca.

12 min.

2.3.6. Quartire Ammoniumverbindungen

Zur Bestimmung wurde die Methode von Gorham (1984) modifiziert. Die Proben
wurden mit Kationenaustauscher (Amberlite IRC-50) in der H-Form und
Anionenaustauscher (DOWEX 1 x 2-100) in der OH-Form im Verhiltnis 1 : 2
versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 5 min wurden die Proben abzentrifu-
giert und der Uberstand zur Bestimmung eingesetzt. Die Trennung der Substan-
zen erfolgte mit einer Partisil 10-SCX-Saule (250 x 5 mm i. D., Ionenaus-
tauschersdule) und einem 50 mol / m*> KH,PO,-Puffer mit 5 % Methanol, pH 4,6.
Uber einen automatischen Probengeber wurden 20 pL injiziert. Die FluBrate be-
trug 0,6 mL / min, die Temperatur der Siulentemperiereinheit 15 °C. Die beiden
Kanile des Diodenarray-Detektors (Beckman, 168) waren auf 195 bzw. 270 nm
eingestellt.

Der Homarinstandard (N-Methyl-Picolinsdure) muflite synthetisiert werden, da er
nicht kauflich zu erwerben war. Die Synthese erfolgte in zwei Schritten:

1) Synthese von 1-Methyl-2-carbethoxypyridinium Jodid modifiziert nach
Kosower et al. {(1960):

1,8 mL 2-Picolinsduredthylester [CAS: 2524-52-9] und 1 mL Methyljodid wur-
den in einem verschlossenen 25 mL Zweihalskolben bei Raumtemperatur geriihrt.
Beim Zusammengeben der beiden Losungen trat eine leichte Braunfarbung auf.
Nach ca. 5 min wurde die Lésung caramelfarben. Nach 10 min wurden 7 mL
Essigsduredthylester als Losungsmittel dazugegeben und ca. 2 h inkubiert. An-
schlieBend wurde die Losung 2 h mit Stickstoffgas beliftet und das
iiberschiissige Methyljodid mit Hilfe eines mit Ammoniak gefullten Blasenzéhlers
entfernt. Der Ansatz wurde 3 d bei 4 °C im Kithlschrank gelagert. 1-Methyl-2-
carbethoxypyridinium Jodid fiel in Form gelber Kristalle aus. Diese wurden
abfiltriert und mit Essigsiaureathylester gewaschen. Ein NMR-Spektrum
2) Herstellung von Homarin [CAS: 445-30-7] aus 1-Methyl-2-carbethoxypyri-
dinium Jodid (aus dem 1. Syntheseschritt) modifiziert nach Kosower und Patton
(1961):

Die Kristalle (88 mg) wurden in 1 mL dest. Wasser gelost und auf eine mit

bestitigte die Substanz (Fachbereich Chemie der Universitit Bremen).

Dowex 1 x 2 gefullten und mit 1 N NaOH aktivierten Anionenaustauschersiule
(@ = 1,5 cm und 15 cm Fillhéhe) gegeben. Die Flufirate betrug ca. 3,3 mL /

min. Das Homarin wurde mit dest. Wasser eluiert und in 2 mL-Fraktionen ge-
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sammelt. Von den einzelnen Fraktionen wurden Spektren zwischen 200 und 300
nm mit dem Spektralphotometer aufgenommen. Die Fraktionen, die bei 270 nm
die grofBten Peaks aufwiesen, wurden eingedampft und anschlieBend in 2 mL
Athanol aufgenommen. Das NMR-Spektrum dieses Ansatzes zeigte leichte
Verunreinigungen, so daf} dieser Standard nur zur Identifikation, aber nicht zur
Quantifizierung eingesetzt werden konnte.

DalB es sich bei der bestimmten Substanz tatsichlich um Homarin handelte,
konnte durch zwei weitere Befunde belegt werden:

1) Aus der Literatur war bekannt, dafl die Prasinophyceae Tetraselmis
subcordiformis Homarin enthalt (Dickson und Kirst, 1986). Die Retentionszeit
konnte somit aus einem Extrakt der Art ermittelt werden. Sie betrug 6,1 min,
Diese unterschied sich deutlich von der des Glycinbetains (5,5 min) und
Trigonellins (7,1 min). Das Trigonellin hat dieselbe Summenformel wie Homarin,
aber eine unterschiedliche Strukturformel.

2) Der synthetisierte Standard besall wie die Extrakte von 7. subcordiformis und
Chaetoceros sp. bei 270 nm ein Absorptionsmaximum. Dieses Ergebnis stiitzt die
Hypothese, daB es sich bei der Verbindung in den Eisalgenproben um Homarin
handelt und bestdtigt den diinnschichtchromatographischen Befund von Homarin
in 7. subcordiformis von Dickson und Kirst (1986).

Die Quantifizierung erfolgte iber die bei Gorham (1984) angegebenen molaren
Response-Faktoren im Verhéltnis zu Glycinbetain (Faktor = 1 gesetzt). Der
Faktor fiir Trigonellin betrug 67 unter eigenen Laufbedingungen im Vergleich zu
71,9 bei Gorham (1984). Somit wurde der angegebene Faktor fiir Homarin
(40,49) um 7 % nach unten auf 37,66 korrigiert.

2.3.7. Zellzahl und Wachstum
Als generelle Bezugsgrofe fir alle Inhaltsstoffuntersuchungen wurde die Zellzahl

eingesetzt. Es wurden Zihlkammern des Typs "Neubauer improved” mit einer
Tiefe von 0,1 mm und einer Fliche von 0,0025 mm? benutzt. Die
Auszdhlflaicheneinheiten der Kammern wurden so gewihlt, dall mindestens 50
Zellen mit einer Auszdhlung erfalit wurden. Zur statistischen Absicherung

wurden 4 Flacheneinheiten pro Probe bestimmt.

Zur Charakterisierung der Wachstumsgeschwindigkeit in der logarithmischen
Phase wurden die spezifischen Wachstumsraten der Stammkulturen fiir Navicula
sp. und Chaetoceros sp. ermittelt. Die Schwachlicht-Kulturen von Navicula sp.
konnten leider nicht erfaBt werden, da die Zellen schon bei geringer Zellzahl
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durch eine "Mattenbildung" gekennzeichnet waren. Somit war keine zufillige
(statistische) Verteilung der Zellen innerhalb der Zahlkammern gewdhrleistet.

Die spezifische Wachstumsrate errechnet sich aus folgender Formel:

In X(1) - In X(0)
{

Spezifische Wachstumsrate y =

X(0) = Zellzahl zu Beginn der Messung; X(1) = Zellzahl zum Zeitpunkt t.

2.3.8. Mikroskopische Bestimmung des absoluten Zellvolumens

Das Zellvolumen der beiden Arten wurde jeweils fiir die Stammkulturen von 17,
34 und 51 PSU bestimmt. Es wurde das "Jupiter Image Analysis System" (Joyce
Loeble, UK) mit der Software "Zeus 1.3" verwendet. Dazu wurden mikrosko-
pische Bilder eines Umkehrmikroskops digitalisiert, auf einen Monitor
tibertragen (Auflosung: 512 x 512 Pixel) und dort vermessen. Der
mikroskopische AbbildungsmaBstab betrug 630 : 1 (Ol). Die Eichung wurde mit
einem Objektmikrometer durchgefiihrt.

Die Variablen zur Volumenbestimmung wurden nach dem Zufallsprinzip und der
Formel Volumen = a = b * h x 7 bestimmt (Edler, 1979). Chaetoceros sp. wurde
zusitzlich zu Beginn der stationdren Phase bei einer Kulturzelldichte von ca. 3,1
bis 3,2 Zellen * 10° mL-! gemessen. a = Apikalachse / 2; b = Transapikalachse /
2: h = Pervalvarachse.

Art Kultur-Phase Lichtintensitiit Anzahl
[umol Photonen/m?s} (n)
Chaetoceros sp.  logarithmisch 50 200
Chaetoceros sp.  logarithmisch 5 100
Chaetoceros sp.  stationir 5 100
Navicula sp. logarithmisch 50 100

2.3.9. Elektronenmikroskopische bzw. lichtmikroskopische Bestimmung der

relativen Anteile der Zellwand, des Cytoplasmas und der Vakuole am Ge-

samt-Zellvolumen.

Fixierung, Entwisserung und Einbettung wurden modifiziert nach Tippit und
Pickett-Heaps (1977) durchgefiihrt.

Fixierung:

Die Algensuspensionen wurden bei 5000 rpm abzentrifugiert, in Medikamen-
tenglaschen uberfithrt und mit den jeweiligen Endkonzentrationen von 1 % igem

Glutaraldehyd und 0,5 % igem Osmiumtetroxid semisimultan versetzt. Der
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Ansatz wurde 20 min inkubiert, mit bidestilliertem Wasser gespiilt, in
Zentrifugenréhrchen iiberfiihrt und abzentrifugiert.

Entwisserung:

Die Proben wurden mit einer Acetonreihe von 10, 20, 30, 50, 70, 80, 90, 95, 100
und abs. Aceton (iber Molekularsieb) jeweils zweimal 15 min entwissert.
Einbettung:

Zu jedem Pellet wurde das dreifache Volumen Spurr's Medium (mittel / hart:
ERL: 10 g, DER: 5 g, NSA: 26 g, DMAE: 0,4 g) in abs. Aceton (Verhdltnis: 1 +
2) gegeben. Dieser Ansatz wurde 6 h auf einem Rotor bewegt. Das Aceton
wurde Gber Nacht auf dem Rotor abgedampft. Anschliefend wurde der Ansatz in
frisches Spurr's Medium iberfihrt und in vorgetrockneten Gelatinekapseln bei
70°C fiir 14 h polymerisiert.

Mit einem Ultramikrotom und einem Diamantmesser wurden Ultradiinnschnitte
angefertigt. Die Kontrastierung der Schnitte erfolgte mit Uranylacetat (2 % ig,
wiflrig) und Bleicitrat nach Reynolds (1963).

Planimetrische und gravimetrische Bestimmung der Zellkompartimente:

Die Zellkompartimentflichen von Cytoplasma, Vakuole und die Gesamtfliche
des Querschnitts (einschlieBlich Valvae) wurden fir Chaefoceros sp. anhand
elektronenmikroskopischer Aufnahmen planimetrisch bestimmt (Grafiktablett:
Firma Kontron, Minchen, GER). Dabei wurde zunichst der Valvenanteil
vermessen und als Prozentsatz an der Gesamtzelle angegeben. Die
Vakuolenfliche wurde als Prozentsatz der osmotischen Fliche (Zelle ohne
Schalenanteil) ausgedriickt. Es ergeben sich folgende Berechnungen:

gesamte Zellfliche einschliefllich Valvae

I

Gesamtfliche

I

"osmotische Fliche" gesamte Zellflache ohne Valvae
Cytoplasma = "osmotische Flache" ohne Vakuolenfliche

Vakuole = "osmotische Fliache" ohne Cytoplasmafliche

Diese relativen Ergebnisse der Zellkompartimente wurden auf die Ergebnisse der
Volumenbestimmung von Chaetoceros sp. libertragen, um eine Aussage Uber die
absoluten Volumina der Zellkompartimente am Gesamtvolumen der Zelle zu

erhalten.

Mit den Navicula sp.-Ansitzen wurde dhnlich verfahren wie mit denen von
Chaetoceros sp.. Der Hartegrad von Spurr's Medium war "normal" (DER: 6 g).
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Die Ultradinnschnitte wurden zur Bestimmung der Schalendicke im Transmis-
sionselektronenmikroskop  verwendet.  Aufgrund  der  unbefriedigenden
Schnittqualitait wurde die Vakuolenbestimmung dieser Art anhand von mit
Methylenblau-gefirbten Semidiinnschnitten im Lichtmikroskop durchgefiihrt. Die
aus den Semidiinnschnitten angefertigten Dias wurden auf eine feste Leinwand
projiziert, die Umrisse der Strukturen auf Papier ilbertragen, ausgeschnitten und

gravimetrisch ausgewertet.

2.3.10. FRI (Fluorescence response index)

Zur Bestimmung der Photosynthesekapazitdt wurde die Fluoreszenzmessung in
vivo eingesetzt. Alle Arbeitsschritte wurden bei 4 °C im Kulturschrank durch-
gefiihrt, da Fluoreszenzmessungen Temperatur-abhéingig sind.

Der Boden einer 20 mL-Glas- bzw. Kunststoftkiivette wurde mit einem Glasfa-
serfilter (Whatman GF / F) versehen, der mit 1 mL Medium befeuchtet war. Je
nach Zelldichte wurden dann 20 bis 200 pL Algensuspension auf den Filter gege-
ben und die Fluoreszenz gemessen (Fy). Die Anregungswellenlinge betrug A =
435 nm. Anschlielend wurden 200 uL einer 10-¢ M DCMU (3-(3,4-Dichlor-
phenyl}-1,1-dimethyl-harnstoff)-Lésung als Hemmstoff fiir das Photosystem II
auf den Filter pipettiert. Nach einer Einwirkzeit von 2 min wurde die maximale
Fluoreszenz gemessen (Fp). Dieser MeBwert beschreibt die maximale

Fluoreszenz der Algen. Der FRI errechnet sich nach der Formel:

FRI = Fo - Fn
Fo
FRI = Fluorescence response index
Fo = maximale Fluoreszenz nach Zugabe von DCMU
Fx = Fluoreszenz vor Zugabe von DCMU

Der dimensionslose FRI liegt zwischen O und 1. Wenn der FRI den Wert 0 an-
nimmt, liegt keine Photosynthese vor; betrigt er 1, so werden die Elektronen zu
100 % geloscht ("gequencht") und optimal zur Photosynthese genutzt. Je héher
der FRI ist, desto gréBer ist die Photosynthesekapazitat. Der FRI stellt somit ein
Mal fir die Photosynthesekapazitit dar.
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3. Wachstum und Zellvolumina der Stammkulturen

3.1. Ergebnisse
3.1.1. Wachstum und Populationsdichte
Die Abb. 5 und 6 zeigen die Wachstumskurven von Chaetoceros sp. bei 5 und 50

umol Photonen m2 st und von Navicula sp. bei 50 pmol Photonen m-2 s-1.
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Abb. 5: Wachstumskurven von Chaetoceros sp. in Abhingigkeit von der Salinitét
bei 4 °C und zwei Lichtintensitdten: 5 und 50 pumol Photonen m-2s-1. Dargestellt
sind die Mittelwerte mit Standardabweichung (n = 4).

Die lag-Phasen waren fiir beide Arten bei 51 PSU am liangsten. Bei Chaetoceros
sp. stieg die maximale Zellzahl unter beiden Lichtintensitdten mit zunehmender
Salinitdt an: von 5,29 bis 7,18 x 106 Zellen/mL (Tab. 1). Im Schwachlicht hal-
bierte sich die maximale Zellzahl nahezu im Vergleich zum Starklicht (von 2,74
bis 4,64 x 106 Zellen / mL). Fir Navicula sp. war nur eine geringfugige Zellzahl-
Schwankung im Starklicht auszumachen, Betrug die maximale Zellzahl bei
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Abb. 6: Wachstumskurven von Navicula sp. in Abhingigkeit von der Salinitét bei
4 °C und 50 pmol Photonen m-2s-1. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standard-
abweichung (n = 4).

17 PSU 0,32 x 106 Zellen / mL, so sank sie bei 34 PSU auf 0,3 x 106 Zellen /
mL, um auf 0,35 x 10¢ Zellen bei 51 PSU anzusteigen.

Schwachlichtkurven von Navicula sp. konnten nicht ermittelt werden, da diese
Art zur "Mattenbildung" neigte. Die Algen aggregierten in einer gelartigen
Matrix auf dem Boden des Kulturgefifles, so daB eine Zellzdhlung unmoglich
war. Fiur Versuche mit Navicula sp. unter dieser Lichtintensitdt wurden daher

nur Kulturen geringer Zelldichte eingesetzt.

Tab. 1: Populationsdichte von Chaetoceros sp. und Navicula sp. in
Abhangigkeit von der Lichtintensitdt und Salinitdt. Alle Angaben in
Zellen * 10% / mL, sofern nicht anders angegeben. Fir Navicula sp.
wurden keine Schwachlichtwerte ermittelt. Es sind die Mittelwerte
dargestellt (n = 4).

Salinitét Chaetoceros sp. Navicula sp.
[PSU] 50 pmol Phot./m?s Spmol Phot./m?s 50 pmol Phot./m?s
17 5,29 2,74 0,32
34 6,52 3,14 0,30
51 7,18 4,64 0,35

Zur Charakterisierung der Wachstumsgeschwindigkeit in der logarithmischen
Phase wurden aus den Daten der Wachstumskurven die spezifischen Wachs-

tumsraten p und die Verdoppelungszeit t, errechnet (Tab. 2).
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Tab. 2: Spezifische Wachstumsraten (Mittelwerte, n = 4) von Chaetoceros sp.
und Navicula sp. in Abhingigkeit von der Lichtintensitit und der Salinitit.

Art Salinitdt  Lichtintensitit Wachstumsrate Verdopplungszeit
[PSU] [umol Phot./m’s] u [Teilung/Tag] tp [h]
Navicula sp. 17 50 0,86 19
Navicula sp. 34 50 0,88 19
Navicula sp. 51 S0 0,89 19
Chaetoceros sp. 17 50 0,47 35
Chaetoceros sp. 34 50 0,49 34
Chaetoceros sp. 51 50 0,30 56
Chaetoceros sp. 17 5 0,15 115
Chaetoceros sp. 34 5 0,16 107
Chaetoceros sp. 51 5 0,16 104

Die Wachstumsraten von Navicula sp. stiegen bei zunehmender Salinitdt gering-
fugig an. Sie waren bei 17 und 34 PSU ca. doppelt so grol wie die von
Chaetoceros sp. bei derselben Lichtintensitat, wahrend sie bei 51 PSU ca. den
Faktor 3 erreichten. Die Wachstumsraten von Chaetoceros sp. lagen unter ver-
gleichbarer Lichtintensitit bei 34 PSU am hochsten. Dabei waren sie im
Schwachlicht unter allen Salinitdten nahezu gleich groB, wihrend unter
Starklicht und 51 PSU ein starker Abfall (u = 0,30) zu beobachten war. Der
Vergleich der Chaetoceros sp.-Wachstumsraten im Stark- und Schwachlicht

ergibt einen Faktor von 2-3.

3.1.2. Absolute Zellvolumina

Die Zellen der Stammkulturen zeigten ein weites GroBenspektrum der Perval-
varachse und der beiden Durchmesser der in der Valvaransicht ellipsoid ge-
formten Algen (Tab. 3).
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Tab. 3: Lichtmikroskopische ZellgroBenbestimmung mittels Image-Analyse von
Chaetoceros sp. und Navicula sp. in Abhingigkeit von der Salinitdt bei 50 und 5
umol Photonen / m? s. Die fettgedruckten Zahlen geben die Mittelwerte, die Zah-
len in Klammern die Minima und Maxima an. Alle Zellgréfenangaben in ym. LI
= Lichtintensitdt in pumol Photonen / m? s. PA = Pervalvarachse. AA =
Apikalachse. TA = Transapikalachse. Vol. = absolutes Zellvolumen, errechnet
nach der Formel: Vol. [um®] = PA x (AA/2) x (TA/2) x = (Edler, 1979).
stationdr = Zellen der beginnenden stationiren Phase der Kultur, abnehmende
Zellzahl,

MebgroBe LI 17 PSU 34 PSU 51 PSU
PA 7,8 (4,2-11,8) 8,4 (4,2-12,4) 7,2 (3,7-11,1)
Chaetoceros sp. AA 50 4,2 (1,9-5,5) 3,9 (2,0-4,6) 3,7 (2,1-5,0)
TA 3,1 (1,7-4,3) 2,9 (1,8-3,7) 2,7 (1,7-3,6)
Vol. 78 73 S8
PA 7,3 (4,5-14,2) 7,4 (4,9-12.,4) 7,2 (4,6-12,7)
Chaetoceros sp. AA 5 3,3 (2,2-4,5) 3,4 (2,4-5,1) 3,4 (1,7-5,1)
TA 2,4 (2,1-3,0) 2,3 (1,9-3,3) 2,5 (2,1-3,5)
Vol. 45 47 48
PA 8,9 (4,5-18,3) 8,0 (4,6-13,4) 8,0 (4,1-13,0)
Chactoceros sp. AA S 3,5 (2,6-5,1) 3,5 (2,6-5,7) 3,5 (2,1-4,9)
stationdr TA 2,4 (2,0-3,2) 2,3 (1,8-3,0) 2,5 (1,6-3,1)
Vol. 59 50 53
PA 5,9 (4,0-7,7) 6,4 (4,5-7,7) 6,4 (4,5-8,0)
Navicula sp. AA 50 9,6 (8,2-10,9) 9,2 (7,7-10,2) 10,4 (9,2-11,6)
TA 6,4 (5.4-7,1) 6,4 (5,9-7,3) 6,7 (5,8-7,2)
Vol. 286 296 349

Logarithmische Kulturen:

Die mittleren Werte fur die Apikalachse und Transapikalachse sanken bei
Chaetoceros sp. und 50 pmol Photonen / m2? s mit ansteigender Salinitat,
wihrend fur die Pervalvarachse keine Tendenz auszumachen ist. Im Schwachlicht
sind fur diese Art keine nennenswerten Unterschiede in den MefBgroBen zu
erkennen. Alle MeBwerte fiir die drei Mefigréen waren im Starklicht groBer
oder gleich grofl wie die im Schwachlicht. Die grofiten Differenzen zwischen
Minimum und Maximum traten unter beiden Lichtregimen in der Pervalvarachse
auf: bei 50 pmol Photonen / m2 s und 34 PSU (8,2 um) bzw. 5 umol Photonen /
m2sund 17 PSU (9,7 um).

Von 17 auf 34 PSU stieg bei Navicula sp. die Pervalvarachse von 5,9 auf 6,4 um
an, wihrend die Apikalachse nahezu konstant blieb. Die Apikal- und Transapikal-
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achsen stiegen von 34 auf 51 PSU an, was zu der deutlichen Volumenerhéhung
bei Navicula sp. unter der hochsten Salinitit fiihrte. Die grofBte Differenz
zwischen Minimum und Maximum lag auch bei dieser Art in der Pervalvarachse
(3,7 um bei 17 PSU).

Stationdre Chaetoceros sp.-Kulturen:

Die zu Beginn der stationiren Phase mit leicht abnehmender Zellzahl gemessenen
Zellvolumina stiegen gegeniiber den Werten der logarithmischen Phase leicht an.
Die Salinitat zeigte auch hier keine einheitliche Tendenz.

Die absoluten Zellvolumina von Chaetoceros sp. und Navicula sp..

Im Starklicht nahm das Volumen bei Navicula sp. mit steigender Salinitit zu,
wihrend es bei Chaetoceros sp. sank. Die Zellvolumina von Chaetoceros sp. im
Schwachlicht waren bei allen drei Salinititen deutlich kleiner als im Starklicht.
Sie unterschieden sich im Schwachlicht nur noch geringfiigig voneinander. Zu
Beginn der stationaren Wachstumsrate, also bei Verringerung der Zelldichte,
nahm das Volumen fiir alle Chaetoceros sp.- Kulturen im Schwachlicht wieder

zUu.

3.1.3. Osmotische Zellvolumina und Vakuolenanteile

Zur Bestimmung der Vakuolenanteile wurden fiir Chaefoceros sp. transmissions-
elektronenmikroskopische und fiir Navicula sp. lichtmikroskopische Aufnahmen
herangezogen (Abb. 7 und 8). Wiahrend Chaetoceros sp. mehrere kleine
Vakuolen oder eine verzweigte Vakuole besitzt, weist Navicula sp. eine gréBere
Vakuole auf. Tab. 4 zeigt die relativen Anteile der Valvae und der
Zellkompartimente am osmotischen Volumen der Zelle. Der Schalenanteil lag fiir
beide Arten zwischen 7 und 10 % des Gesamtzellvolumens. Die Cytoplasma- und
Vakuolenvolumina von Chaetoceros sp. schwankten bei unterschiedlicher
Salinitdt, ohne daB eine eindeutige Tendenz festzustellen war. Bei
Meerwassersalinitit war die Vakuole am kleinsten, wihrend sie bei erhdhter
bzw. erniedrigter Salinitit an GréBe zunahm. Der Vakuolenanteil von Navicula
sp. war im Durchschnitt 11 % groBer als der von Chaetoceros sp. und unter allen
Salinitdten konstant. Der mit der Salinitit geringfiigic schwankende

Schalenanteil beider Arten war unbedeutend.
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Abb. 7: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme von Chaetoceros sp.
(32000 x). N = Nucleus, V = Vakuole, D = Dictyosom, C = Chloroplast, F =
Frustulum (Schale), M = Mitochondrium. Der Pfeil deutet auf eine weitere
Vakuole bzw. einen verzweigten Vakuolenanteil.

Abb. 8: Lichtmikroskopische Aufnahme eines mit  Methylenblau-
angefirbten Semidiinnschnitts von Navicula sp. (1700 x). Die Pfeile kennzeich-
nen jeweils die Vakuole der Zellen.
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Tab. 4: Relative Anteile der Zellkompartimente am osmotischen Zellvolumen fiir
Chaetoceros sp. und Navicula sp. in Abhingigkeit von der Salinitit bei einer
Lichtintensitdt von S0 pmol Photonen / m? s. Cytoplasma (CP) und Vakuole
(Vak.) sind als prozentuale Anteile vom osmotischen Zellvolumen (Zellvolumen
abziglich Schalenanteil) angegeben. Zur Ermittlung der Werte wurden fir
Chaetoceros sp. TEM-Aufnahmen (17 PSU: n = 15; 34 PSU: n = 7, 51 PSU:
n=16) und fir Navicula sp. mit Methylenblau angefirbte Semidinnschnitte
eingesetzt (n = 80). Alle Angaben in [%], wenn nicht anders angegeben.

Salinitat Chaetoceros sp. Navicula sp.
[PSU] Valve CP Vak. Valve CP Vak.
17 9 83 17 10 75 25
34 8 92 8 9 73 27
51 10 79 21 7 75 25
Mittelwert 9 85 15 9 74 26

Aus den absoluten Zellvolumina und dem relativen Schalenanteil am Gesamtzell-
volumen ergeben sich die osmotischen Volumina, die fir die Konzentra-

tionsangaben der Osmolyte zugrunde gelegt wurden (Tab. 5).

Tab. 5: Osmotische Zellvolumina von Chaetoceros sp. und Navicula sp. in
der logarithmischen Wachstumsphase, errechnet aus dem absoluten Zellvo-
lumen abzlglich Schalenanteil. Alle Angaben in pm?, sofern nicht anders
angegeben.

Salinitat Navicula sp. Chaetoceros sp.
[PSU] 50 pmol Phot./m?s 50 gmol Phot./m?s Spmol Phot./m?s
17 260 72 41
34 269 66 43
51 318 54 44
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3.2. Diskussion

3.2.1. Wachstum und Populationsdichte
Die Kuiltivierungstemperatur von 4 °C wurde aufgrund von Literaturdaten ge-
wahlt. Generell gilt der Temperaturbereich von 3 bis 8 °C (Bunt, 1968) bzw. 3
bis 5 °C (Fiala und OQOriol, 1990) in Bezug auf das Wachstum antarktischer
Diatomeen als optimal. Dabei bewirken unterschiedliche Lichtintensitdten keine

Verschiebung des Optimums. Sie haben nur einen quantitativen EinfluB auf das
Wachstum (Fiala und Oriol, 1990). Dieser quantitative EinfluB schliagt sich auch
bei Chaetoceros sp. nieder. Im Schwachlicht nahmen die Wachstumsraten um die
Hilfte (17 und 34 PSU) bzw. 2/3 (bei 51 PSU) gegeniiber dem Starklicht ab.
Diese Tendenz wird durch die Untersuchung einer kleinzelligen Chaetoceros-Art
bestitigt (Thomas et al., 1992). Die absoluten Werte fur die Verdopplungszeit
dieser Art liegen unter vergleichbaren Lichtintensitaten bei 49 h (5 pmol Photo-
nen / m2 s) und 19 h ( 55 pmol Photonen / m? s) deutlich niedriger als die Werte
dieser Arbeit (Tab. 2). Der Unterschied ist méglicherweise auf unterschiedliche
Lichtzyklen zuriickzufithren. Die Algen der zitierten Arbeit wurden Dauerlicht
ausgesetzt, wihrend die Stammkulturen fiir die hier beschriebenen Versuche in
einem Licht-Dunkel-Zyklus von 12 : 12 h beleuchtet wurden. In der Publikation
tiber die Kultivierung unter Feldbedingungen von marinem Phytoplankton wird
die Verdopplungszeit einer kleinzelligen Chaetoceros-Art (Valvendurchmesser
<10 pm) bei -1 °C und 45 pmol Photonen / m? s im Dauerlicht mit 20,2 h
angegeben (Spies, 1987). Auch dieser Wert liegt deutlich unter dem hier
gemessenen (34 h). Multipliziert man die Daten der Tab. 2 mit dem Faktor 2, um
sie  mit den Dauerlichtergebnissen zu vergleichen, werden Z4hnliche
Wachstumsraten erreicht wie in den zitierten Arbeiten. Der Vergleich von
Wachstumsraten unter unterschiedlichem Licht-Dunkel-Wechsel ist jedoch
gerade bei Planktonorganismen fragwiirdig. So ist bekannt, daB planktische
Diatomeen bei kurzem Licht-Dunkel-Rhythmus eine hohere Produktivitdt als im
Dauerlicht zeigen (Mortain-Bertrand, 1989).

Die Wachstumsraten bei Meerwassersalinitit (34 PSU) einer Reihe anderer
Diatomeenarten schwanken je nach Art und Kulturbedingungen (Lichtintensitat,
Lichtzyklus und Temperatur) zwischen 0,4 und 0,5 (Bartsch, 1989), 0,6 und 0,8
(Vargo et al., 1986) und 0,38 bis 1,33 (Spies, 1987). Die Wachstumsraten von
Chaetoceros sp. und Navicula sp. stimmen mit 0,49 bzw. 0,87 Teilungen / Tag
gut mit dem oben angegebenen Bereich tberein. Chaetoceros sp. ist als langsam
wachsende, Navicula sp. als schnell wachsende Art zu charakterisieren. Die
Literatur ist in der Frage der Wachstumsgeschwindigkeit in Bezug auf die
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ZellgroBe widerspriichlich. Das vorliegende Ergebnis steht im Gegensatz zu
denen einer Untersuchung von insgesamt 19 marinen und Brackwasserdiatomeen
(Mizuno, 1991). Danach nimmt die maximale Wachstumsrate mit steigendem
Zellvolumen ab, wihrend in dieser Arbeit die groBere Art schneller als die
kleinere Art wiachst. Allerdings wurden zu der zitierten Untersuchung nur Arten
mit einem Zellvolumen von 600 um?® bis 75400 um® herangezogen, was einem
Vielfachen der beiden hier untersuchten Arten entspricht (Tab. 3). Es liegt aber
auch eine Arbeit Uber pennate Diatomeen vor, die das schnellere Wachstum

groBzelliger gegenuber kleinzelligen Arten belegt (Williams, 1964).

Im hypoosmotischen Bereich (17 PSU), der den Salzgehalt bei der Eisschmelze
im antarktischen Frithjahr und Sommer simulieren sollte, sind fiir beide Eis-
diatomeen keine verringerten Wachstumsraten festzustellen. Dies wird bestitigt
durch eine Untersuchung der arktischen Diatomeen Coscinodiscus lacustris,
Melosira juergensii, Porosira glacialis und Navicula transitans, die ein gleich-
mifBiges Wachstum in einem weiten Salinitatsbereich von 10 PSU (V. fransitans:
15 PSU) bis 50 PSU aufwiesen (Grant und Horner, 1976). Die Untersuchung von
8 antarktischen, nicht langzeitig-adaptierten Eisdiatomeen, ergab ein klar ver-
mindertes Wachstum im unteren Salinititsbereich. 6 Nitzschia- und 2
Amphiprora-Arten zeigten ab 19,5 PSU ein ansteigendes Wachstum und hatten
zwischen 25,5 PSU und der Endsalinitat des Versuchs von 31,5 PSU ihre Optima
(Vargo et al., 1986). Dieselben Autoren fassen den Salinitdtsbereich des Ober-
flichenwassers wihrend der Eisschmelze aus Literaturdaten mit 3 bis 20 PSU
zusammen. Als Extremwert, bei dem noch Wachstum im hypoosmotischen
Bereich zu messen ist, werden 5 PSU angegeben (Grant und Horner, 1976). Bunt
(1964) stellte bei Eisplattchen-algen eine hohe Photosyntheseaktivitat zwischen
7,5 und 10 PSU fest. Ob die Algen unter diesen Bedingungen noch wachsen bzw.
Photosyntheseaktivitidt zeigen, ist wahrscheinlich eine Frage der Adaptations-
dauer der Algen an die verdnderte Salinitdt (Palmisano et al., 1987). In Vorver-
suchen zum Wachstumsbereich in Abhidngigkeit von der Salinitit konnte fur
Chaetoceros sp. eine Wachstumsgrenze von 10 PSU ermittelt werden. Beide
untersuchten Arten konnen sich mit unverinderter Wachsrumsrate bei halber
Meerwassersalinitit teilen und sind somit zumindest an schwach hypoosmotische

Bedingungen angepalit.
Bei 51 PSU nimmt die Wachstumsrate von Chaetoceros sp. gegeniiber der von

34 PSU um ca. !/s ab, wihrend die von Navicula sp. konstant bleibt. Somit ist
Navicula sp. besser an hohe Salinitdten adaptiert als Chaetoceros sp.. Dies steht
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im Gegensatz zu den Untersuchungen an 4 arktischen Diatomeen (Grant und
Horner, 1976) und 8 antarktischen Diatomeen (Vargo et al., 1986), in denen bei
50 PSU noch keine deutliche Verminderung der Wachstumsraten auftrat. In Ver-
suchen mit gekoppelter Salinitdtserhohung und Temperaturerniedrigung konnte
nachgewiesen werden, dafl die Abnahme der Wachstumsraten der Eisdiatomeen
Entomoneis (Amphiprora) kufferathii, Nitzschia cylindrus und Thalassiosira
antarctica im Bereich von 34 bis 100 PSU linear und in erster Linie auf die
Salinitatserhéhung zuriickzufithren ist (Bartsch, 1989). Das obere Limit fur die
Salinitat, unter der bisher noch Wachstum gemessen werden konnte, wird fur die
psychrophile Art Nitzschia frigida mit 145 PSU bei einer Temperatur von -8 °C
angegeben (Aletsee und Jahnke, 1992). Die Autoren gehen von einer erhdhten
Salztoleranz bei sinkender Temperatur aus. Moglicherweise kann die
Salztoleranz von Chaetoceros sp. durch die Anpassung an niedrige Temperaturen
gesteigert werden. Dall kleinzellige Chaetoceros-Arten wie Chaetoceros
neogracile unter tiefsten Temperaturen und hochster Salinitat iberleben konnen,
zeigt das Vorkommen dieser Art im oberen Eissdulenbereich (Bartsch, 1989). Ob
diese Art nicht nur Uberlebt, sondern auch unter diesen Bedingungen wichst, ist
zumindest aufgrund der vorliegenden Wachstumsergebnisse unwahrscheinlich.
Diese Frage wird aber im Kapitel zur Dunkelinkubation eingehend diskutiert
(Kap. 5.2.).

Die Verringerung des Wachstums von Chaetoceros sp. ist wahrscheinlich auf die
Erhohung der K*-Konzentration und die Synthese bzw. Regulation von orga-
nischen Osmolyten zuriickzufihren, die bei erhéhter Salinitit vermehrt synthe-
tisiert werden (Munns et al.,, 1983). Der nochmalige Abfall der Wachstumsraten
auf ein nahezu einheitliches Niveau bei einer Lichtintensitdt von 5 upmol
Photonen / m? s zeigt, da3 die Salinitidt unter Schwachlicht keinen Einflul mehr
auf die Wachstumsrate hat. Auffallend ist, daB die maximale Zelldichte bei
Chaetoceros sp. sowohl im Starklicht als auch im Schwachlicht bei 51 PSU zu
messen war. Diese Ergebnisse decken sich mit denen von Grant und Horner
(1976), die ebenfalls in diesem Salinititsbereich (50 PSU) das Maximum fanden.
Die Erlauterung dieses Befundes wird in der Diskussion zu den

Volumenbestimmungen weiter ausgefiihrt.

3.2.2. Absolute Zellvolumina
Hinsichtlich der Untersuchungen von Chaetoceros sp. kann nicht ausgeschlossen

werden, dal3 der Einflul der jeweils unterschiedlichen durchschnittlichen Zellgré-
Ben auf die physiologischen Eigenschaften der Art eine Rolle gespielt hat, wie er
in Synchronkulturen von Coscinodiscus asteromphalus nachgewiesen wurde
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(Werner, 1971b). Eine Differenzierung hitte Synchronkulturen dieser kleinzel-
ligen und schwer zu isolierenden Art vorausgesetzt. Wiahrend der dreijahrigen
Kultivierung der Arten Chaetoceros sp. und Navicula sp. konnte auBBerdem keine
sexuelle Fortpflanzung beobachtet werden. Dies ist fir Laborkulturen nicht un-
gewohnlich, weil sich in der Regel immer nur ein kleiner Teil der Population in
der Gametogenese befindet und die Zellen leicht iibersehen werden kénnen
(Furnas, 1985). AuBBerdem hat das Studium von Laborkulturen den Nachteil, dal3
dort Anomalitdten in der Schalenbildung - gerade im unteren GroBenbereich -
auftreten, die in der Natur selten beobachtet worden sind (Round et al., 1990).
Da sich wiahrend der drei Monate dauernden Vermessung der Art keine mel-
baren Schwankungen in der Zelldurchschnittsgrofle ergaben, mul3 entweder von
einer sehr geringen Reduktionsrate der Zellen oder von einer asexuellen Zell-
vergrofBerung ausgegangen werden. Untersuchungen an wahrscheinlich derselben
Art zur Effektivitdt der Kohlenstoffassimilation zeigen auch keine Zellverkleine-
rung bei vorheriger Adaptation von 5 Tagen (Thomas et al., 1992). Fur Salz-
und Brackwasserdiatomeen ist eine sich mit abnehmender ZellgroBe ebenfalls
verringernde Reduktionsrate nachgewiesen worden (Stosch und Drebes, 1964;
Mizuno, 1991). Fiir die asexuelle ZellvergréBerung werden in der Literatur drei
Mechanismen beschrieben:

1) Ausbildung von kurzen Valven bei groflen Zellen und von langen Valven bei
kleinen Zellen wie dies bei Stephanopyxis turris (Centrales) beobachtet wurde
(van den Hoek, 1993).

2) Ausgleich der Zellverkleinerung durch elastische Gurtelbander (Geitler, 1932;
Round et al., 1990).

3) Ausscheidung von Cytoplasma ins umgebende Medium bei Nahrstoffmangel,
bevor eine neue groBe Schale aufgebaut wird ( Drebes, 1966; Gallagher, 1983).
Diese Form der ZellvergroBerung tritt bei Leptocylindrus danicus und bei Arten
auf, die die Fahigkeit zur sexuellen Fortpflanzung verloren haben (French und
Hargraves, 1986).

Falls tatsdchlich eine vegetative Zellvergroferung vorgelegen haben sollte, kann
Punkt 2 aufgrund der TEM-Aufnahmen nicht eindeutig beurteilt werden. Mog-
licherweise stellen die "gewellten" Schalenstrukturen elastische Gurtelbdnder dar
(Abb. 7). Zur genaueren Beurteilung wiren rasterelektronenmikroskopische Auf-
nahmen hilfreich, die im Rahmen dieser Arbeit nicht angefertigt wurden. Eine
Cytoplasmaausscheidung (Punkt 3) wurde nicht in den Kulturen beobachtet. Als
wahrscheinlichste Erklarung fiir eine mogliche Kompensation der Zellgréfenver-
kleinerung stellt fiir beide Arten die Ausbildung einer groferen Pervalvarachse
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(lingere Valvenmintel) mit kleiner werdenden Apikal- und Transapikalachsen
dar, die durch die grofle Variabilitdt in der Pervalvarachse zum Ausdruck kommt
(Tab. 3).

Unter Starklicht verringert Chaetoceros sp. die Apikal- und Transapikalachsen.
Die Zellen werden kleiner. Der Salzgehalt kontrolliert also die ZellgroBe bzw.
das Zellvolumen. Im Schwachlicht hat die erhohte Salinitdt keinen zusitzlichen
Effekt. Die durchschnittliche ZellgréBe hat unter dieser Lichtintensitat
anscheinend ein Minimum erreicht. Der Hauptunterschied fur die deutlich
geringeren  Schwachlichtvolumina liegt in den groferen Werten der
Pervalvarachse im Starklicht. Erhohte Salinitdt hat auf Navicula sp. den ge-
genteiligen Effekt wie auf Chaetceros sp.. Die ZellgroBe bzw. das Zellvolumen
steigt an. Untersuchungen unter Schwachlicht wurden bei dieser Art nicht
durchgefihrt.

Die Chaetoceros-Ergebnisse stimmen gut mit Literaturdaten uberein. Bei 6
Phytoplankton-Diatomeen nahm mit sinkender Lichtintensitit das Volumen zwi-
schen 23 und 72 % ab (Thompson et al., 1991). Die Autoren fihren die Volu-
menunterschiede ebenfalls auf Anderungen in der Pervalvarachse zuriick. Der
Vergleichswert dieser Untersuchung (34 PSU) liegt mit 36 % in der unteren Re-
gion des angegebenen Bereichs. Allerdings wurde in der zitierten Arbeit ein
Lichtintensitdtsbereich von 4,5 bis 225 pmol Photonen / m2? s abgedeckt,
wihrend die eigene Untersuchung nur den Bereich von 5 bis 50 umol Photonen /
m? s wiedergibt. Der Lichtsittigungspunkt ist erst bei ca. 70 pmol Photonen / m?
s erreicht (Nothnagel und Wanzek, 1989). Bei Erhéhung der Lichtintensitdt wire
dieser Effekt moglicherweise noch deutlicher hervorgetreten. Aus den
Ergebnissen kann auf eine iberwiegende Kontrolle des Zellvolumens durch den
Kohlenstoffmetabolismus  geschlossen werden, da dieser mit sinkender
Lichtintensitdt abnimmt (Thompson et al., 1991; Joint et al., 1987),
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3.2.3. Osmotische Zellvolumina und Vakuolenanteile

Chaetoceros sp. bildet, wie viele zentrische und raphenlose pennate Diatomeen,
mehrere kleine Vakuolen ohne charakteristische Form aus (Round et al., 1990).
Wihrend die grofBe Zentralvakuole von Navicula sp. lichtmikroskopisch gut zu
erkennen ist, ist man bei Chaetoceros sp. auf TEM-Aufnahmen angewiesen. Die
Vakuolenanteile der untersuchten Diatomeen von 15 % fiir Chaetoceros sp. und
26 % fur Navicula sp. liegen deutlich unter denen von Stephanodiscus
binderanus (62 %) und Fragilaria capucina (36 %) (Sicko-Goad et al., 1977).
Dem Jonengehalt des Vakuolensaftes der zumeist extensiven Vakuolen
planktischer, mariner Diatomeenarten wird eine wichtige Funktion zur
Regulation der Schwebefdhigkeit zugesprochen (Round et al, 1990). Diese
Frage wird bei der Diskussion der Ionengehalte der Eisalgen nochmals
aufgegriffen. Fur die gemessenen Osmolyte bedeuten die geringen Vakuolen-
anteile bzw. groBen Cytoplasmaanteile am osmotischen Volumen der Zelle, dal3
sie sehr hohe Gehalte aufweisen miissen, um als kompatible Substanzen wirksam
zu sein. Sie konnen ihre vertragliche Wirkung nur im Cytoplasma entfalten, wo
sie wahrscheinlich iiberwiegend kompartimentiert sind (Kirst, 1990).

Die planktische Art Chaetoceros sp. pafBit sich an erhohte Salinitdt und verrin-
gerte Lichtintensitdt mit der Verringerung der Zelldurchschnittsgréfe und der
spezifischen Wachstumsrate an. Die Art verringert damit die Konzentration des
fur den Schalenaufbau erforderlichen Silikats, das als begrenzender Wachstums-
faktor in den Salzlaugenkanilen- und lakunen auftreten kann (Dieckmann et al.,
1991). Es wird ebenfalls die zur Reproduktion erforderliche C-Assimilationsrate
erniedrigt. Durch die Erhohung des Verhiltnisses Oberfliche / Volumen ist eine
effektivere Nahrstoffaufnahme gewihrleistet. Auferdem steigert eine geringe
ZellgroBe die Uberlebenswahrscheinlichkeit im oberen Teil der Eissdule, da hier
nicht nur eine hohe Salinitdt durch Ausfrieren der Sole vorherrscht, sondern
damit zusitzlich der Raum zu klein fiir groBzellige Arten wird (Gleitz und
Thomas, 1993). Unterstiitzt wird diese Hypothese durch die Vermessung der
Solenkanile im Packeis. Es konnte ein mittlerer Durchmesser des antarktischen
Weddellmeer-Packeises von ca. 200 pm und ein minimaler von 5 um bestimmt
werden (Weissenberger et al., 1992).

Der mit der abnehmenden Zellgr6Be anzunehmende geringere Bedarf an Nihr-
salzen (besonders des Silikats) pro Zelle konnte zur mit der Salinitat ansteigen-
den Populationsdichte beigetragen haben. Diese Annahme spiegelt sich in den
gemessenen erhdhten Populationsdichten mit steigender Salinitdt unter Starklicht
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wider. Im Schwachlicht gilt die Annahme nicht, denn die Populationsdichte stieg
trotz konstanter ZellgroBe an. Da kleinzellige Chaetoceros-Arten als Friithjahrs-
blither im Weddellmeer auftreten (Scharek, 1991), hitten sie bei der Neubesied-
lung der Wasserséule nach der Eisschmelze einen Vorsprung vor Arten, die ihre
ZelldurchschnittsgroBe nicht verringern kénnen. Aulerdem haben nur Arten eine
Chance, sich in der freien Wassersiule gegentiber konkurrierenden Arten durch-
zusetzen, wenn sie schon zahlreich in der Eissdule vorhanden sind. Umgekehrt
werden sich nur Arten in groen Abundanzen in der Eissiule niederschlagen,
wenn sie vorher dominant in der Wassersidule waren (Nothig, 1988). In beiden
Fillen ist die Quantitiat entscheidend. Der Beitrag, den die Eisalgen zur Wieder-
besiedlung der Wassersdule leisten, sollte aber nicht (berschitzt werden.
Riebesell et al. (1991) gehen von einer schnellen Sedimentation durch Aggre-
gatbildung der aus dem schmelzenden Eis freiwerdenden Algen aus, die zudem
einem hohen Frafldruck ausgesetzt sind. Die Autoren fanden aufgrund von Ex-
perimenten zur Aggregation in Rotationstanks artspezifische Aggregations-
hiufigkeiten. Die Art Nitzschia cylindrus und einige Flagellaten aggregierten in
geringerem MaBe als Phaeocystis sp. und Nitzschia prolongatoides. Die Aggre-
gatbildung ist hauptsichlich von der "Klebrigkeit" (stickiness) der Zelloberfliche
abhingig. So ist zu erwarten, dafl die Schleim produzierenden Zellen der in die-
ser Arbeit untersuchten Art Navicula sp., die wahrscheinlich schon im Eis ko-
agulieren, beim Entlassen in die Wassersiule schnell Aggregate bilden und absin-
ken. In den Chaetoceros sp.-Kulturen wurde, auch bei groBer Zelldichte, keine
Schleimbildung oder Koagulation der Zellen beobachtet. Das Potential von
Chaetoceros sp. zur Wiederbesiedlung der Wassersdule im Frithjahr kann aber
nicht abschlieend beurteilt werden.

Navicula sp. erhoht im Gegensatz zu Chaetoceros sp. das Volumen mit anstei-
gender Salinitit. Die Wachstumsrate bleibt konstant. Allerdings erreicht diese
Art - auch bei Beriicksichtigung des gréBeren Zellvolumens (Tab. 3) - nicht eine
entsprechend hohe Zelldichte wie Chaetoceros sp., wodurch der Selbstbeschat-
tungseffekt minimiert wird, auch wenn man berlcksichtigt, dal3 das Volumen von
Navicula sp. ein 3-4-faches von dem der planktischen Art betrigt. Durch die
hohe Wachstumsrate ist Navicula sp. zumindest im Starklicht in Konkurrenz mit
z.B. Chactoceros sp. im Vorteil, weil eine grofere Anzahl Zellen pro Zeiteinheit
produziert und damit das Nahrstoffangebot optimal zur Reproduktion der eige-
nen Art genutzt werden kann. Es liegen leider keine Vergleichsdaten anderer
Diatomeenarten hinsichtlich der Variabilitit der ZelldurchschnittsgroBe mit un-
terschiedlicher Salinitdt und Lichtintensitit vor. Bei der Vermeidung der Zell-
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verkleinerung liegt moglicherweise derselbe Mechanismus wie bei Chaetoceros

sp. zugrunde.
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4. Osmolyte der Stammkulturen

4.1. Ergebnisse

4.1.1. Ionen
Als mafigebliche Kat- und Anionen konnten K*, Na*, Mg?*, HPO,?,, CI- und
S0,%- bestimmt werden. Ca?* und NO;-, die in geringen Konzentrationen zu
erwarten gewesen wiren, lagen unterhalb der Nachweisgrenzen der eingesetzten
Methoden. K* war in beiden Diatomeenarten und allen Salinitdten das
dominierende Kation (Abb. 9A - 9D).
In Chaetoceros sp. stieg die Konzentration dieses Ions nahezu linear mit der
Salinitat an (Abb. 9A und 9B). Der Korrelationskoeffizient (r) war 0,98 im
Starklicht und 0,99 im Schwachlicht. Die Schwachlichtwerte lagen deutlich
hoher als die im Starklicht. K* erreichte ein Vielfaches der beiden anderen
Kationen Na* und Mg2* (403 : 53 : 45 mol / m?), was einem Verhiltnis von ca.
8:1:1(K*:Na*: Mg?) entsprach (Abb.: 9B, bei 51 PSU). Fur Na* und Mg?*
war keine klare Tendenz in Abhingigkeit von der Salinitat zu verzeichnen.
Fiir Navicula sp. ergab sich ein anderes Bild (Abb. 9C und 9D). Im Starklicht lag
die K*-Konzentration bei 34 PSU am héchsten, wihrend sie bei 51 PSU wieder
. absank (r = 0,23). Im Schwachlicht hingegen war ein deutlicher Anstieg der Kon-
zentration dieses Ions mit der Salinitdt zu messen (r = 0,91). Im Schwachlicht
und unter hyperosmotischen Bedingungen (51 PSU) wurden deutlich hoéhere
Kationenkonzentrationen erreicht als im Starklicht. In diesem Ansatz und unter
34 PSU im Starklicht lagen die Na*-Konzentrationen mit 300 bzw. 147 mol / m?
am hochsten. Sie iiberstiegen damit die Na*- Konzentrationen von Chaetoceros
sp. bei weitem. Die Dominanz von K* war bei Navicula sp. nicht so ausgeprigt
wie bei Chaetoceros sp. Das maximale Vielfache von K* : Na* : Mg?* betrug bei
34 PSU im Schwachlicht 232 : 41 : 29 mol / m*. Das entsprach einem Verhiltnis
vonca. 6:1:0,8 (K*: Na*: Mg?").
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Als Hauptanionen konnten HPO,?- und Cl- bestimmt werden. Das SO, spielte
eine untergeordnete Rolle (Abb. 10A - 10D). Zur besseren Darstellbarkeit
muflten unterschiedliche Skalierungen fiir die Grafiken der beiden Arten gewihlt
werden. Bei den Anionen war dieselbe Tendenz zu beobachten wie bei den
Kationen: Die Anionenkonzentrationen stiegen bei Chaetoceros sp. im
Schwachlicht deutlich gegeniiber den Konzentrationen im Starklicht an (Abb.
10A und 10B). Bei Navicula sp. wurden die héchsten Konzentrationen bei
34 PSU im Starklicht und bei 51 PSU im Schwachlicht erreicht (Abb. 10C und
10D).

Unter hyperosmotischen Bedingungen reicherte Chaetoceros sp. uberwiegend
HPO,? an, wiahrend Navicula sp. héhere Cl--Konzentrationen aufwies.

In beiden Arten wurden deutlich geringere Anionen- als Kationenkonzentrationen
gemessen. Unter Schwachlicht und 51 PSU ergab sich in Bezug auf die Haupt-
anionen und K* folgendes Bild: Betrug die hochste K*-Konzentration von
Chaetoceros sp. 403 mol / m?, so erreichte HPO,2 nur 76 mol / m®. Ahnlich
gravierend war der Unterschied bei Navicula sp.: Die hochste K*-Konzentration
lag bei 450 mol / m*, wahrend das Cl- nur einen Wert von 178 mol / m? erreichte.
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Abb. 10: Anionenkonzentrationen von Chaetoceros sp. und Navicula sp. in Ab-
hingigkeit von Salinitit und Lichtintensitit. A = Chaefoceros sp. bei 50 pmol
Photonen / m? s, B = Chaetoceros sp. bei 5 umol Photonen / m? s, C = Navicula
sp. bei 50 umol Photonen / m? s und D = Navicula sp. bei 5 pmol Photonen /
m2s. Alle Angaben in mol / m?® Dargestellt sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung (n = 4).

4.1.2. Organische Osmolyte

Folgende organische Verbindungen konnten nachgewiesen werden:

o 16 verschiedene Aminosiduren, darunter Prolin in hohen Konzentrationen
e Homarin als quartare Ammoniumverbindung

o Die organischen Sduren Citrat, Lactat und eine "Acetat-dhnliche Saure"
e« DMSP als tertidre Schwefelverbindung (nur bei Navicula sp.)

Aufgrund der hohen Nachweisempfindlichkeit und Selektivitdt der Aminosdure-
Bestimmungsmethode konnten 16 verschiedene Aminosauren bestimmt werden
(Abb. 11). Die Iminosdure Prolin trat bei 34 und 51 PSU in einer bis zu 15-
fachen Konzentration der iibrigen Aminosduren auf, so dafl sie photometrisch
bestimmt wurde, um eine starke Verdinnung des Extraktes zu vermeiden. Aus
Darstellungsgriinden sind die Prolinergebnisse in einer gesonderten Grafik
abgebildet (Abb. 12).

Die Prolinkonzentration stieg in beiden Eisalgen nahezu linear mit der Salinitat
an. Im Starklicht betrugen die Korrelationskoeffizienten fur den Prolinanstieg in

Chaetoceros sp. und Navicula sp. 0,97 bzw. 0,94, im Schwachlicht 0,98 bzw.
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0,94. Bei Chacetoceros sp. hielten sich die Stark- und Schwachlicht-
konzentrationen die Waage. Die Prolinkonzentrationen von Navicula sp. fielen
im Schwachlicht bei 34 und 51 PSU auf ca. die halben Starklichtkonzentrationen
ab. Die Werte beider Arten lagen bei 50 umol Photonen / m? s in der gleichen
GroBenordnung. Im hypoosmotischen Bereich (17 PSU) waren die
Prolinkonzentrationen (1 bis 15 mol / m®) beider Diatomeen im Konzentra-
tionsbereich der anderen Aminosduren (Abb. 11).

Keine der bestimmten Aminosduren (auBer Prolin) erreichte eine hohere Kon-
zentration als 36 mol / m®. Die Konzentrationen waren bei Navicula sp. in der
Regel geringer als bei Chaetoceros sp.. Glutamat konnte als dominierende
Aminoséure (auBBer Prolin) fiir beide Arten bestimmt werden (Abb. 11).
Konzentrationen (iber 4 mol / m? erreichten in Chaetoceros sp. noch die Amino-
sduren Alanin, Arginin, Asparagin, Glycin, Lysin, Serin und Threonin. Von denen
stiegen nur Alanin im Starklicht sowie Arginin, Glutamat und Serin im Schwach-
licht mit der Salinitdt an.

Bei Navicula sp. erreichten aufler Glutamat nur noch Alanin, Asparagin, Glycin
und Threonin die 4 mol / m®>-Konzentrationsmarke. Alanin stieg im Stark- und
Schwachlicht, Glutamat nur im Schwachlicht mit der Salinitit an.

Prolin und mit Abstand Glutamat, beides Aminosiuren der Glutamatfamilie,

waren die Hauptaminosduren. Die Alaninkonzentration wurde ebenfalls von der

Salinitdt kontrolliert.

45



9y

‘NS I§ = UaY[eg 9ZIeMYDS Pun NSJ y¢ = USN[ed dMYJRIYIs ‘NS LT =
uayeq g (y = u) SUnYIIOMQEPIEPUEBIS 1L 91I0M[INIIJN SIP PUIS }[91s981R(] (W / [OW Ul USQESUY J[[V “IBISUSIUIYDI]
pun jeuunes uoa noySiSupyqy ur ‘ds ppmorapy pun “ds soua00720y7) UOA USUONBIIUSZUOYINBSOUIWY ] 'qQV

4] z o= 8] r > < 4 4 o Z
s 7837 3§28z 547 ¢ 37 %
N 7 ot -zt 0 > >
v 3 3
S = >
82 3
7L g g
9l g g
(074 3 =3
¥Z 3 3
8 ~
ze 3 3
9
§1 7 U9U0J0 JOWIT S - “dS B[MIIAEN § AUl / Gouojoy 0wt § - a5 S01030198 )

4 o T - - _ o) > e < 2 3@ 2L o =T 98 &z
mm*mm%wummm%mm,mﬂ wmmm%wdmaﬂg.ﬂmm.mm
.z @Y = - 0 > 7 W 0 =

vy 3 | i vy 3
8 g “ g 3
w w
ZL g zL
91 3 9l 3
2 2
for gt 0C 5
v 3 v 3
8 < gz 2
z€ 3 e 3
9 9

Al ] UdU0jOy J [OWT ()5 - “08 B[IAEN § I 7 UaU0j0g g [0 (% - -d§ S04930)980)



700 700

LA I B
‘? 600 - 41 5 600F

- ] -
E L E
x 500 x 500
— F —
0 0
E 400 E 400
- L
= 300 5 300
£ mool £ ool
=~ 200 = 200 |
o] o]
ke I 3
A 100 - & 100+t

—
o 17 34 S1 © 17 34 51
Salinitdt in PSU Salinitdt in PSU

“:] SO umol Photonen#m™2g=~! - S umol Photonen®*m™®s~1 |

Abb. 12: Prolinkonzentration von Chaetoceros sp. und Navicula sp. in Ab-
hangigkeit von Salinitdt und Lichtintensitit. Alle Angaben in mol / m?® Dar-
gestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung (n = 4).

Eine "Acetat-dhnliche" organische Siure trat in hohen Konzentrationen auf. Sie
besal} dieselbe Retentionszeit wie die Eichsubstanz Acetat, konnte aber nicht mit
einem Enzymtest (Boehringer Acetat-Test: UV-Test bei 340 nm) verifiziert wer-
den. Citrat und Lactat traten als schwach konzentrierte Siuren ebenfalls auf
(Abb. 13). Im Starklicht waren deutlich hohere Konzentrationen der unbekannten
Sdure zu messen als im Schwachlicht (unterschiedliche Skalierung in der
Abb. 13). Unter einer Lichtintensitdt von 50 umol Photonen / m? s und 34 PSU
waren sie mit 568 mol / m® bei Chaetoceros sp. (Abb. 13A) und 498 mol / m? bei
Navicula sp. (Abb. 13C) am hochsten, wihrend sie im hypo- und hyperosmo-
tischen Bereich deutlich abfielen. Die Konzentration der unbekannten orga-
nischen Sdure stieg in Navicula sp. im Schwachlicht nahezu linear mit der Salini-
tit an (r = 0,97) (Abb. 13D), im Gegensatz zur Art Chaetoceros sp., in der die
Konzentration von 34 auf 51 PSU abfiel (Abb. 13B). Dabei lagen die Werte von
Navicula sp. fur 17 und 34 PSU deutlich unter denen von Chaetoceros sp..

Citrat und Lactat nahmen im Verhiltnis zur unbekannten S&ure im Schwachlicht
zu. Citrat trat mit dem Maximalwert von 36 mol / m® sowohl bei Chaetoceros sp.
als auch bei Navicula sp. im Schwachlicht auf, wihrend die hochste Lactatkon-

zentration von 41 mol / m? in Navicula sp. im Starklicht gemessen wurde.
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Die Homarinkonzentration beider Diatomeenarten stieg linear mit der Salinitat
im Stark- und Schwachlicht an (Abb. 14A und 14B). Der Korrelationskoeffizient
zwischen der Salinititszunahme und der Homarinkonzentration bei Navicula sp.
betrug im Starklicht 0,93, im Schwachlicht 0,97. Fur Chaetoceros sp. lag er bei
0,97 bzw. 0,93. Dabei waren die Konzentrationen fir 51 PSU bei Chaetoceros
sp. deutlich hoher als die von Navicula sp.. Beide Eisalgen wiesen unter
hyperosmotischen Bedingungen im Schwachlicht hohere Homarinkonzentrationen
auf als im Starklicht. Homarin war im Vergleich z.B. zum Prolin in beiden Arten
gering konzentriert. Die Konzentration betrug 23 mol / m? bei Chaetoceros sp.
und 8 mol / m® bei Navicula sp. im Schwachlicht und 51 PSU.

Die tertidre Schwefelverbindung DMSP (Dimethylsulfoniumpropionat) war nur
in der Art Navicula sp. nachzuweisen (Abb. 14C). Auch diese Verbindung stieg
linear mit der Salinitdt an. Der Korrelationskoeffizient, der den Zusammenhang
zwischen Salinitidt und Konzentration angibt, lag bei 0,96 fir beide Lichtintensi-
titen. Die DMSP-Konzentrationen bei 17 und 34 PSU waren im Schwachlicht
geringer als im Starklicht. Unter hyperosmotischen Bedingungen war der
Schwachlichtwert groBer. Die DMSP-Konzentration betrug ein Vielfaches der
Homarinkonzentration (86 mol / m? bei 51 PSU im Schwachlicht).

Tab. 6 falit die osmolalen Konzentrationen der Osmolyte zusammen.
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4.1.3. Vitalitit
Der FRI (Fluorescence response index) von Chaetoceros sp. nahm mit verrin-
gerter Lichtintensitdt und erhohter Salinitit ab (Tab. 7). Wéhrend der FRI von
Navicula sp. im Starklicht bei 17 und 34 PSU konstant bei ca. 0,79 blieb, nahm
er im hyperosmotischen Bereich deutlich ab (0,49). Im Schwachlicht war der FRI
dieser Art bei 17 und 51 PSU gleich groBl (ca. 0,60) und zeigte unter
Meerwassersalinitit nur einen geringfiigigen Unterschied zum Starklichtwert bei
derselben Salinitat.

Tab. 7: FRI (Fluorescence response index) als Mal fiir die Photosynthese-
kapazitit von Chaetoceros sp. und Navicula sp. in Abhidngigkeit von Licht-
intensitit und Salinitdt. FRI = (F,-Fy) / F,. Wobei F, = Fluoreszenz nach Zu-
gabe von DCMU und Fy = Fluoreszenz vor Zugabe von DCMU. Dargestellt sind
die Mittelwerte mit Standardabweichung (n = 4).

Salinitat Navicula sp. Chaetoceros sp.

[PSU] 50 pmol Phot./m?s 5 pmol Phot./m?s 50 pmol Phot./m?s 5 pmol Phot./m?s

17 0,79 + 0,02 0,59 + 0,10 0,86 + 0,03 0,78 + 0,03
34 0,79 + 0,03 0,81 + 0,03 0,84 + 0,02 0,71 0,04
51 0,49 + 0,06 0,60 + 0,08 0,71 +£0,03 0,59 + 0,06
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4.2. Diskussion

4.2.1. Tonen
Die hohen K*-Konzentrationen weisen beide Eisalgen als K*-Typen aus (Bisson
und Kirst, 1979), d.h. ein GroBteil des osmotischen Potentials wird durch die
Aufnahme von K+* iber Poren oder Ionen-selektive Kanile reguliert. Die
treibende Kraft ist eine Kombination aus dem Konzentrationsgradienten zwischen
Medium und Zellsaft und dem elektrischen Membranpotential, das innerhalb der
Zelle negativ ist (Kirst, 1994). Das Membranpotential vieler mariner Algen ist
ein K+-Diffusionspotential (Gleichgewicht zwischen Medium und Zelle). Es liegt
bei den meisten Arten zwischen -40 und -100 mV (Kirst, 1990). Tab. 8 gibt
einen Uberblick tber die Ruhepotentiale (Nernstpotentiale), die sich aus den

Ionenkonzentrationen fiir jedes Ion nach der Nernstgleichung errechnen lassen:

E = RxT X nIonenkonzentration im Medium
nxF Ionenkonzentration in der Zelle

R = allgemeine Gaskonstante

T = absolute Temperatur (277 °K)
n = Wertigkeit

F = Faradaykonstante

In Bezug auf die organischen Anionen kann davon ausgegangen werden, dal sie
die Membran nicht permeieren konnen. Sie wurden deshalb nicht in der Tab. 8
aufgefithrt. Geht man von einem mittleren Membranpotential von -70 mV (des
oben angegebenen Bereichs von -40 bis -100 mV) aus, so kénnen K+ und HPO,?-
als nahezu passiv verteilt angesehen werden, da sich die jeweiligen Ruhepoten-
tiale (Nernstpotentiale) und das angenommene Membranpotential nicht wesent-
lich unterscheiden. Na* und Cl- liegen somit nicht im elektrochemischen Gleich-
gewicht vor, so dal diese lonenkonzentrationen reguliert werden mussen. Die
Nat-Abgabe von der Zelle an das Medium (oder auch Vakuole) kann Uber eine
Na*-ATPase oder den H*/Na*-Antiport aktiv bewirkt werden, wihrend der Cl--
Transport wahrscheinlich vom Turgor gesteuert wird (Kirst, 1990).
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Na* hat erwartungsgemifl in dem untersuchten Salinitdtsbereich fir beide Arten
eine geringere Bedeutung als K*. Nur bei 34 PSU im Starklicht und 51 PSU im
Schwachlicht erreicht Na* in Navicula sp. Uber 50 % des osmotischen Wertes

Tab. 8: Berechnete Nernstpotentiale der beiden Diatomeenarten Chaetoceros sp.
und Navicula sp. fir die verschiedenen Kulturansatze. Die Salinitdt ist in PSU,
die Potentiale sind in mV angegeben. Sal. = Salinitit.

Art Sal. Na* K+ Mg2+ Cl- HPO,*> SO,

17 43 -86 -3 60 -93 3

34 28 -77 -7 38 -91 1

Navicula 51 59 -62 13 67 -78 21
sp. 17 34 -89 -1 62 -30 5
34 58 -75 7 83 -75 14

51 20 -81 -3 36 -84 -2

17 62 -73 12 61 -82 18

34 87 -66 18 98 -73 27

Chacetoceros 51 76 -69 12 103 -80 25
sp. 17 34 -93 -6 63 =75 -5

34 43 -82 6 49 -88 11

51 62 -78 7 74 -86 21

von K*. Chaetoceros sp. reichert erst bei doppelter Meerwassersalinitat (68
PSU) dqui-osmolale Konzentrationen der beiden Kationen an (Nothnagel und
Wanzek, 1989). Ansonsten liegen die Na*-Werte mit den Mg?*-Konzentrationen
in derselben GroBenordnung. Diese Ergebnisse sind im Einklang mit denen fur
Phaeodactylum tricornutum, Cyclotella cryptica und C. meneghiniana, die
ebenfalls als K*-Typen gelten (Dickson und Kirst, 1987; Liu und Hellebust,
1976b).

Cl- und HPO,?- stellen die Hauptanionen beider Diatomeen dar. Die Anionen
erreichen nie die Kationenkonzentrationen. Das Verhiltnis Kationen /Anionen
schwankt zwischen ca. 2 und 5 bei beiden Arten (Tab. 9). Es mul3 daher ein
deutliches Anionendefizit konstatiert werden. Dies ist fiir cytoplasmareiche
Mikroalgen schon oft beobachtet worden und stellt somit keine Besonderheit dar
(Kirst, 1977a; Kirst, 1977b; Dickson und Kirst, 1986; Dickson und Kirst, 1987).
Fir Abweichungen vom ausgeglichenen Kat- und Anionenverhiltnis koénnen
negative Gruppen von Proteinen, sauren Aminosduren wie Aspartat und
Glutamat und organische Sduren verantwortlich gemacht werden (Dickson und
Kirst, 1987). Beruicksichtigt man demgemil3 die gemessenen organischen Sduren
mit ihren bei physiologischem pH vorliegenden negativen Ladungen, so ergeben

54



sich Verhiltnisse von positiven Ladungen / negativen Ladungen zwischen 0,3
und 2,2 (Tab. 9). Die Kat- und Anionenverhiltnisse sind somit bei Chaefoceros
sp. im Schwachlicht und bei Navicula sp. im Starklicht nahezu ausbalanziert.
Auch die ubrigen Ansdtze weisen unter Einbeziehung der Ladung organischer
Osmolyte nicht so drastische Differenzen in der Ladungsbilanz auf als wenn nur
die Ionen zur Berechnung herangezogen werden.

In der Reihe der die Konformation von Makromolekiilen stabilisierenden und
destabilisierenden Ionen (Hofmeistersche Reihe) zihlt Cl- zu den destabilisieren-
den, wahrend PO,3, SO,?- und die organische Sdure Acetat zu den eher stabi-
lisierenden Anionen gezdhlt werden (Yancey et al., 1982; Clark, 1985).
AuBerdem haben Na* (als NaCl), die Anionen CI- (in DMSP-CI) und in noch
stirkerem Mafe Br- (in DMSP-Br) eine deutliche inhibitorische Wirkung auf die
Aktivitat der Malatdehydrogenase von Tetraselmis subcordiformis, wihrend dies
nur in vermindertem Maf fur das Kation K* (als KCI bzw. KBr) gilt (Grone und
Kirst, 1991). Diese Empfindlichkeit der MDH 148t sich aber nicht auf die
Glucose-6-Phosphatdehydrogenase oder die Glutamatdehydrogenase dieser Art
tibertragen. Die genannten Autoren gehen daher nicht von einer generellen,
sondern einer partiellen Salzinhibition von Enzymen aus. DemgemiB hat
moglicherweise die Akkumulation von organischen S&uren, die unter phy-
siologischem pH negativ geladen sind, statt ClI- und von K* statt Na* einen
vorteilhaften Einflufl auf einige Enzyme der untersuchten Arten Chaetoceros sp.
und Navicula sp.. Diese Vermutung trifft auf die gemessenen organischen Siuren
(Malat, Lactat, Citrat und die unbekannte Sdure) nur dann zu, wenn sie dhnliche
Eigenschaften wie Acetat besitzen sollten.
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Tab. 9: Ubersicht iiber die prozentualen Anteile der Ionen, der organischen Osmolyte insgesamt (Osm) und von Prolin am inter-
nen osmotischen Potential (n,). my: externes Potential (Medium). Kat/An: Verhaltnis Kationen / Anionen. Pos / Neg: Verhiltnis

positive / negative Ladungen. Potentiale in mOsm / kg. Turgor in MPa. Salinitit (Sal.) in PSU. PAR in pmol Photonen / m? s.
Den Berechnungen liegt die Beziehung 34 PSU = 1000 mOsm / kg = 2,54 MPa zugrunde.

Art Sal. PAR Zelle Medium w,-my  Turger Kat/An Pos/Neg Ionen [%] Osm [%)] Prolin[%)]
17 50 684 500 184 0,5 2.4 0,3 24 76 0
34 50 1047 1000 47 0,1 43 0,3 18 82 16
Chaetoceros 51 50 1424 1500 -76 -0,2 3,3 0,6 25 75 41
sp. 17 6 623 500 123 0,3 5,3 1,1 59 41 0
34 6 956 1000 -44 -0,1 2,2 1,0 54 46 20
51 6 1402 1500 -98 -0,2 2,8 1,2 40 60 40

17 50 451 500 -49 -0,1 2,1 1,1 67 33

34 50 1391 1000 391 1,0 1,9 0,6 46 54
Navicula 51 50 1104 1500 -396 -1,0 23 1,3 31 69 53
Sp. 17 6 401 500 -99 -0,2 49 2,2 76 24 4
34 6 505 1000 -495 -1,2 4,7 2.1 63 7 12
51 6 1565 1500 65 0,2 2,5 1,5 64 34 15
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Der prozentuale Ionenanteil ist bei beiden Eisalgen im Schwachlicht deutlich
groBer als im Starklicht unabhingig von der Salinitat. Dies ist wahrscheinlich
darauf zurtckzufithren, daB3 die Algen bei geringerer Lichtintensitit und damit
einhergehender reduzierter Energieversorgung auf die energiesparende Akku-
mulation von lonen angewiesen sind, um das interne osmotische Potential
aufrechtzuerhalten (Kirst, 1994). Die Anreicherung organischer Osmolyte ist
energieaufwendiger. Hohe Ionenkonzentrationen haben jedoch einen negativen
Effekt auf den Metabolismus der Zellen. Zum Schutz der Enzyme im Cytoplasma
sind zwei Anpassungsmechanismen denkbar: Entweder werden die Ionen
iiberwiegend in der Vakuole kompartimentiert und / oder kompatible Substanzen
(Brown und Simpson, 1972; Yancey et al., 1982) im Cytoplasma kompensieren
bzw. vermindern die Enzyminhibition. Die vergleichsweise kleinen
Vakuolenvolumina am Gesamtvolumen von durchschnittlich 15 % (21 % bei 51
PSU) bei Chaetoceros sp. und 26 % bei Navicula sp. lassen keinen groflen
Spielraum fiir die zusitzliche Aufnahme hoher Ionenkonzentrationen zu, da kein
osmotischer Gradient zwischen Vakuole und Cytoplasma angenommen werden
kann. AuBerdem verandert sich die VakuolengroBe der beiden Algen mit der
Salinitdt nicht. Dies wire ein Indiz fiir eine Funktion der Vakuole als
Speicherkompartiment fur Ionen (Kirst, 1990). Daher ist die Wirkung
kompatibler Substanzen wahrscheinlicher. Ein direkter Vergleich beider Arten ist
aber nicht ohne Einschrinkung méglich. Aus der Differenz des internen und
externen osmotischen Potentials (n, - m,) bzw. dem daraus errechneten
(theoretischen) Turgor ergibt sich eine deutliche Unterbestimmung der Summe
der Osmolyte von 396 mOsm/kg bei 51 PSU im Starklicht und von 495 mOsm/kg
bei 34 PSU im Schwachlicht fur die Art Navicula sp. (Tab. 9). Die iibrigen An-
sitze beider Arten weisen entweder einen positiven Turgor oder nur eine geringe
Unterbestimmung auf. In der Literatur werden Turgorwerte von 0,02 - 0,31 MPa
(Dickson und Kirst, 1987) bis 0,5 MPa (Guillard, 1962) angegeben.

422, Organische Osmolyte

Prolin und eine "Acetat-dhnliche" organische Siure stellen die Hauptosmolyte
beider Arten dar. Von untergeordneter Rolle sind die freien Aminosduren, die
Gbrigen organischen Sduren, Homarin und DMSP (nur Navicula sp.).

4.2.2.1. Aminosiuren
Im Gegensatz zu den meisten Algen akkumulieren Diatomeen in der Regel nicht
ihr Haupt-Photosyntheseprodukt (Zucker) unter osmotischem StreB, sondern die
Iminosaure Prolin (Hellebust, 1976). Dies wurde fiir einige Brack- und Meerwas-
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1974, 1977a,b; Liu und Hellebust,
1976a,b,c). Auch von den Eisdiatomeen Entomoneis (Amphiprora) kufferathii,

serdiatomeen nachgewiesen (Schobert,

Fragilariopsis (Nitzschia) cylindrus, Thalassiosira antarctica (Bartsch, 1989)
und Chaetoceros neogracile (Nothnagel und Wanzek, 1989) ist bekannt, daf} sie
unter SalzstreB Prolin akkumulieren. Eine Ausnahme von dieser Regel bildet die
Brackwasserart Cylindrotheca fusiformis, die Mannitol anreichert (Paul, 1979),
Zur Ubersicht sind in der Tab.
gefundenen kompatiblen Substanzen zusammengestellt.

10 die verschiedenen bisher in Diatomeen

Tab. 10: Ubersicht iiber die bisher fiir Diatomeen nachgewiesenen kompatiblen
Substanzen. Die unterschiedlich hohen Konzentrationen in Abhingigkeit von der
Salinitat wurden nicht berticksichtigt. V = Vorkommen, B = Brackwasserart, M
= marine Art, S = Salzsee und E = Eisalgen.

Art

V _kompatibleSubstanzen

Literatur

Chaetoceros sp.

Cyclotella cryptica

C. meneghiniana

E Prolin, Homarin,
Glutamat

B Prolin, Glutamat,
Homarin, Glycinbetain

B Prolin

diese Arbeit

Liu und Hellebust (1976c¢),
Dickson und Kirst (1987)
Schobert (1974)

Cylindrotheca fusiformis M Mannose Paul (1979)
Entomoneis (Amphiprora) E Prolin Bartsch (1989)
kufferathii

Navicula sp. S Prolin Borowitzka (1981)

E Prolin, Homarin, diese Arbeit

DMSP, Glutamat

Navicula sp.

Nitzschia cylindrus E Prolin Bartsch (1989)

Nitzschia pungens f. M Taurin Jackson et al. (1992)
multiseries

Phaeodactylum B Prolin, Besnier et al. (1969),
tricornutum DMSP, Homarin, Dickson und Kirst (1987)

Glycinbetain, freie
Aminosduren, Glycerin
E Prolin

Thalassiosira antarctica Bartsch (1989)

Es ist bisher nur die Aminosidure Taurin bekannt, die unter Salzstrefl die Prolin-
konzentration in der marinen Diatomee Nitzschia f. multiseries libersteigt
(Jackson et al., 1992). Bei 48 PSU lagen 61 % der freien Aminosiduren als
Taurin, 17 % als Glutamat und nur ca. 1 % als Prolin vor. In der Brackwasserart
P. tricornutum tibersteigt die Prolinkonzentration (ca. 490 mol / m?) erst bei
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1000 mol / m* NaCl (ca. 63 PSU) deutlich die Summe der freien Aminosduren
(ca. 330 mol / m?) (Dickson und Kirst, 1987). Ein tendenziell dhnliches Ergebnis
liegt fir die Brackwasserart Cyclotella cryptica vor, die erst nach einem
Transfer von 33 % kiinstlichem Meerwasser {ca. 11 PSU) in 80 % kiinstliches
Meerwasser (ca. 27 PSU) eine leicht erhohte Prolinkonzentration (20 mol / m®)
gegeniiber Glutamat (18 mol / m®) aufwies (Liu und Hellebust, 1976a). Somit
konnen die vorliegenden vergleichenden Untersuchungen der Aminosduren bei
Diatomeen dahingehend interpretiert werden, daf die Prolinkonzentration nur bei
Salzstrel, aber nicht unter normaler Umgebungssalinitat, groBer ist als die
Summe der anderen freien Aminosduren. Demzufolge sind die vergleichsweise
hohen Prolinkonzentrationen unter Meerwassersalinitit von Chaefoceros sp.
(150 mol / m*®) und Navicula sp. (108 mol / m*) zur Summe der anderen freien
Aminosduren (100 mol / m® bzw. 28 mol / m?) als hoch einzustufen. Da es sich
bei den Eisalgen um marine Arten handelt, die nur wihrend der Eisschmelze
hypoosmotischen Bedingungen ausgesetzt sind, miissen 34 PSU als normale
Umgebungssalinitdit angesehen werden. Diese relativ hohen Prolin-Basis-
konzentrationen sind moglicherweise spezifisch fur Eisalgen. Es liegen aber zu
wenige Untersuchungen mariner Arten zum Vergleich vor, um eine gesicherte

Typisierung vornehmen zu kénnen.

Die in der Literatur vorliegenden Untersuchungen zielen vielmehr auf die
Funktion freier Aminosduren als Indikator fur die N- und C-Assimilation in der
Biomasseentwicklung. Dabei kommt den Aminosduren Gln und Glu eine zentrale
Rolle zu, da sie an der Synthese anderer Aminosduren beteiligt sind. Aufgrund
der Untersuchung von 15 verschiedenen Mikroalgen, darunter P. tricornutum als
Vertreter der Diatomeen (unter natirlicher Umgebungssalinitat), kommt Flynn
(1990) zu dem Schluf}, daBB die Aminosdure-Zusammensetzung keine Grundlage
fur einen "metabolischen Fingerabdruck" liefert. Die Zusammensetzung der
Aminoséuren ist wahrend der unterschiedlichen Wachstumsphasen einer Art, aber
auch zwischen den Arten zu unterschiedlich, um klare Aussagen lber den
Kohlenstoff-Stickstoff-Status (C-N-Status) machen zu konnen. Der Autor stellt
das Verhaltnis von Gln / Glu als einzigen aussagekriftigen Wert zur
Kennzeichnung des C-N-Status heraus: Ist er kleiner als 0,1, handelt es sich um
N-verarmte Kulturen. Liegt der Wert Gber 0,5, kann von einer ausreichenden N-.
Versorgung ausgegangen werden. His und Glu werden als Hauptaminosduren fur
P. tricornutum angegeben.

Im Verlauf einer Blite der Art Rhizosolenia delicatula bei Roscoff (Frankreich)

nahm die Konzentration der freien Aminosauren von 200 auf 10 mol / m® Zellvo-
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lumen ab (Martin-Jézéquel et al., 1992). Dabei stellte Glu die Hauptaminosaure
dieser Art dar, die nur langsam - wie die Ubrigen freien Aminosguren aufler Gln -
mit zunehmender Biomasse abnahm. Im Gegensatz dazu war Gln, als einzige
Aminosaure, mit der lebenden Biomasse (Chl a und Zellzahl) der Blute korreliert.
Gln, als Aminogruppendonator, erschopft sich erst, aber dann abrupt, mit dem
Zusammenbruch der Algenblite. Da die generelle Abnahme der freien Aminoséiu-
ren mit der Nitrat-Erschopfung einhergeht, sprechen die Autoren diesen, beson-
ders dem quantitativ bedeutenden Glu, die Funktion eines primdren N-Speichers
zu.

Neben Glu sind auch noch Gln und Asn als Hauptaminosauren fir P. tricornutum
in Dialysekulturen nachgewiesen worden (Marsot et al., 1991). Fur Chaetoceros
gracilis konnten Tyr, Glu und Lys, fiir Thalassiosira pseudonana Ser und Tyr
und fiur Skeletonema costatum Tyr und Glu als Hauptaminosduren identifiziert
werden (De Roeck-Holtzhauer et al., 1993).

Die Ergebnisse der hinsichtlich der Aminosdure-Zusammensetzung zitierten
Arbeiten haben eines gemeinsam: Sie weisen neben anderen Aminosduren Glu als
Hauptaminosdure in verschiedenen Diatomeenarten aus. Dies stimmt mit den
eigenen Ergebnissen iiberein. Sowohl im Stark- als auch im Schwachlicht und bei
jeder Salinitdt dominiert Glu tiber die anderen Aminosduren (auller Prolin). Die
absoluten Werte der Gesamt-Aminosiurekonzentration nehmen in Chaetoceros
sp. bei 17 und 34 PSU im Schwachlicht um ca. 50 % gegeniiber dem Starklicht
ab, steigen aber mit der Salinitdt an. Bei Navicula sp. sind die Starklichtwerte
konstant, wiahrend die Schwachlichtkonzentrationen ebenfalls leicht mit der
Salinitat ansteigen. Dieser Anstieg ist in beiden Arten hauptsachlich auf Glu
zuriickzufithren, das damit bei 5 umol Photonen / m? s eine &hnliche Tendenz wie
Prolin zeigt, aber quantitativ von geringerer Bedeutung ist.

Bei der Einschatzung der Aminosaurekonzentrationen in verschiedenen Arten
spielt die Bestimmungsmethode eine wesentliche Rolle. Fiir diese Arbeit wurde
die Methode der Vorsdulenderivatisierung mit DABSYL-Cl gewihlt (s.
Methodenteil). Diese Methode hat den Vorteil, dal Prolin erfalit wird. Der
Nachteil besteht darin, dal Asn und Gln nicht quantifiziert werden kdnnen.
Anders verhilt es sich mit der OPA-Methode: Das Derivatisierungsmittel o-
Phthaldialdehyd, das mit einem Fluoreszenzdetektor quantifiziert wird, reagiert
auch mit Asn und Gln, aber nicht mit Prolin. Somit konnte die Iminoséure in den
oben zitierten Arbeiten, zu deren Durchfithrung die OPA-Methode eingesetzt
wurde, nicht quantifiziert werden. Dadurch kann es besonders bei Diatomeen zu
Fehleinschitzungen kommen wie z.B. bei der Art P. tricornutum, fiir die bereits

in fritheren Untersuchungen Prolin nachgewiesen werden konnte (Tab. 10). Fur
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die vorliegende Arbeit hat das zur Konsequenz, daf3 Gln nicht bestimmt werden
konnte. Quantitativ dirfte dies jedoch von untergeordneter Rolle sein, weil das
Verhiltnis GIn/Glu in den oben zitierten Untersuchungen meistens kleiner als 0,5
war. Somit wiren maximal Gln-Konzentrationen von 3 bis 18 mol / m* zu

erwarten.

Auch wenn die Konzentrationen der freien Aminosduren (auer Prolin) in allen
Ansitzen nicht gréfer als 100 mol / m? war, ist ihnen die Fihigkeit zur Erhohung
der Léslichkeit von Proteinen nicht abzusprechen. So konnte eine Kombination
von Threonin, Glycin, Serin, Alanin und Prolin die Fillung eines Hormon / Anti-
korper-Komplexes durch PEG stdrker vermindern als eine #quimolare
Konzentration von Prolin (Paleg et al., 1985). Yancey et al. (1982) fassen in
einem Ubersichtsartikel die Ergebnisse der Wirkung von Aminosduren auf die
Pyruvatkinase des Krebses Pachygrapsus crassipes zusammen. Der Km-Wert
der Pyruvatkinase wurde nicht wesentlich von den Aminosduren Glycin, Alanin,
Prolin, Taurin und B-Alanin beeinflult, wihrend dies bei den basischen
Aminosduren Lysin und Arginin der Fall war. Somit kénnen nicht alle, aber ein
GrofBteil der freien Aminosiuren als kompatible Substanzen angesehen werden.

Die Prolin-Konzentrationsangaben einiger Eisalgen aus der Literatur liegen als
relative Werte vor (Bartsch, 1989), d.h. der Prolingehalt wurde als ein
Vielfaches der Ausgangskonzentration bei 34 PSU angegeben. Die Prolinkon-
zentrationen von drei Arten stieg im Salinitdtsbereich von 34 bis 95 PSU linear
an, um dann konstant zu bleiben. E. kufferathii erreichte das 50-fache der
Ausgangskonzentration. Fiir den Bereich zwischen 34 und 51 PSU ergaben sich
Steigerungen von 10-facher (E. kufferathii) und 2-3-facher (7. antarctica und F.
cylindrus) Prolinkonzentration. Fir die in dieser Arbeit untersuchten Arten
Chaetoceros sp. und Navicula sp. nahmen die molaren Konzentrationen unter
Starklicht um die Faktoren 3,5 bzw. 5 zu (Abb. 12). Diese Steigerungsraten
scheinen eine in der Grofienordnung vergleichbare Prolinkonzentration zwischen
den Literaturdaten fir 7. antarctica, F. cylindrus und den eigenen Ergebnissen
zu belegen. Doch diese Art des Konzentrationsvergleichs ist aus drei Griinden
fur eine vergleichende Einschiatzung der Prolinergebnisse unzweckmafig:

1) Da die absoluten Ausgangskonzentrationen nicht bekannt sind, [aBt eine
relative Konzentrationserhéhung zwar die qualitative Aussage zu, daB Prolin an
der osmotischen Akklimatisation beteiligt ist. Uber die quantitative Bedeutung

lassen sich allerdings keine Riickschlisse ziehen.
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2) Der Vergleich relativer Konzentrationsverinderungen zwischen Arten, deren
osmotische Volumina (Zelle abziiglich der Zellwand) und deren Cytoplasma-An-
teil am (osmotischen) Volumen nicht bekannt sind, kann irrefuhrend sein. So
miBte zumindest zwischen Cytoplasma-reichen (Chacfoceros sp. und Navicula
sp. in der vorliegenden Arbeit) und Cytoplasma-armen Arten (Sicko-Goad, 1977,
Edler, 1979) unterschieden werden, da von einer Gberwiegenden Kompartimen-
tierung des Osmolyten im Cytoplasma ausgegangen werden kann (Kirst, 1990).
3) Die Volumina der Diatomeen koénnen mit dem Lichtangebot und dem Salz-
gehalt variieren (Kap. 3.1.2., Sicko-Goad, 1977; Thompson et al., 1991).

Neuere Untersuchungen an der Art E. kufferathii bei 0°C, 34 PSU und 30 pmol
Photonen / m? s ergaben einen Prolingehalt von ca. 10 mol / m?® (Michael
Wanzek, unverdffentlicht). Die Art besitzt damit eine im Vergleich zu den in
dieser Arbeit untersuchten Eisalgen geringe Prolinkonzentration (Abb. 12). Diese
betrdgt auch bei 51 PSU - wenn man die oben angegebene 10-fache Steigerung
der Konzentration bei E. kufferathii zugrunde legt - nur ca. 1/5 (100 mol / m?)
der Prolinkonzentrationen von Chactoceros sp. und Navicula sp. (528 mol / m?
bei 50 umol Photonen / m? s). Unter der Annahme, daB3 Prolin nur im Cytoplasma
vorliegt, miBte E. kufferathii somit eine Cytoplasma-arme Art mit einem Anteil
von nur ca. 16 % am osmotischen Volumen sein, um vergleichbare
Konzentrationen der Iminosidure zu besitzen (errechnet aus Tab. 4). Uber die
Grofle der Kompartimente von K. kufferathii liegen keine Daten vor. Die
Bezeichnung "Prolinalge" fur E. kufferathii (Bartsch, 1989) konnte daher
irrefithrend sein: Sie mag in Bezug auf die mit der Salinitdt ansteigende absolute
Konzentration der Iminosdure pro Zelle der grof3zelligen Art zutreffen, in Bezug

auf die volumenbezogene Konzentration aber nicht.

Hinsichtlich der Prolinkonzentration kann grundsitzlich zwischen Kurz- und
Langzeit-Typen unterschieden werden: Wihrend die Brackwasserart Cyclotella
meneghiniana nach einem Salzstref3 nur kurzzeitig Prolin akkumuliert (Schobert,
1974), ist die Prolinanreicherung in Phaeodactylum tricornutum erst nach ca.
40-50 h abgeschlossen und konstant (Schobert, 1979, 1980). Vergleicht man die
Konzentration vom Langzeit-Typ (Dickson und Kirst, 1987) mit denen von
Chaetoceros sp. und Navicula sp., so liegen letztere unter Starklicht und 51 PSU
um ca. 17 % hoher. Im Schwachlicht hingegen ist die Prolinkonzentration von
Navicula sp. mit 208 mol / m?® nur halb so grofB. Trotz der nicht angegebenen
Kultur-Lichtintensitat fiir Phacodactylum tricornutum und des Salzstresses mit
NaCl - nicht wie in den eigenen Stammkulturen, fiir die kiinstliches Meersalz
verwendet wurde - liegen die Prolinergebnisse im gleichen Grofenordnungs-
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bereich. Die Eisalgen weisen somit hinsichtlich des Prolingehaltes keine Beson-
derheiten im Vergleich zur Brackwasserart auf. Unter 51 PSU und 50 umol
Photonen / m? s entfallen auf Prolin 41 % (Chaetoceros sp.) und 53 % (Navicula
sp.) des gesamten osmotischen Potentials der Zelle (Tab. 9). Fiir Cytoplasma-
reiche Mikroalgen wird ein prozentualer Anteil des Hauptosmolyten von 25 bis
60 % angegeben (Hellebust, 1985; Kirst, 1990). Die Eisalgen sind daher im
mittleren bzw. oberen Bereich einzustufen. Allerdings muB hier bericksichtigt
werden, dal3 die Salztoleranz-Grenze der Algen mit 51 PSU noch lange nicht
erreicht ist. Da einerseits Chaetoceros sp. im oberen Eissidulenbereich Salinititen
von iber 100 PSU iberleben kann und andererseits bekannt ist, dafB3 einige Eis-
algen einen linearen Prolinanstieg bis 95 PSU aufweisen (Bartsch, 1989), ist un-
ter extremen hypersalinen Bedingungen von héheren Prolinanteilen auszugehen.
Setzt man voraus, daBl die Ionen uiberwiegend in der Vakuole und die organi-
schen Osmolyte nahezu vollstindig im Cytoplasma kompartimentiert sind,
erreichen die beiden Diatomeen Maximalwerte von 703 mOsm/kg (entsprechend
50 % bei Chaetoceros sp.) und 732 mOsm/kg (entsprechend 67 % bei Navicula
sp.) Prolin am osmotischen Potential des Cytoplasmas. Zieht man die
ungewohnlichen Losungseigenschaften von Prolin in wiBriger Losung in
Betracht, dann besteht ein nicht-idealer Zusammenhang zwischen der molaren
Konzentration (> 40 mol / m?®) und der Aktividt (Schobert, 1977¢c), d.h. die
Aktivitat ist hoher als die Molaritit. Dieser Effekt verstarkt sich noch
betrachtlich mit zunehmender Konzentration. Daher mifite die Osmolalitit des
Cytoplasmas noch nach oben korrigiert werden. Da es aber zum einen keinen
experimentellen Beweis fur die Kompartimentierung der Iminosdure im
Cytoplasma gibt und zum anderen das Cytoplasma keine ideale (waBirige) Losung
darstellt, sind diese Annahmen spekulativ. Anhand von Versuchen mit Nicotiana
tabacum (Tabak)-Suspensionskulturen und daraus entwickelten Modellen zu
I’N-Markierungskinetiken kénnte auch eine gleichmiBige Verteilung des Prolins
in der Zelle angenommen werden (Rhodes und Handa, 1989).

Die Vertraglichkeit der Iminosdure kann mit einer Reihe von Arbeiten zu deren
Einfluf} auf die Aktivitdt verschiedener Enzyme in unterschiedlichen Organismen
belegt werden. Die Fallung der Glutaminsynthetase aus Hordeum distichon
(Gerste) konnte durch die Zugabe von Prolin vermindert bzw. kompensiert
werden (Paleg et al, 1985). Der EinfluB von Prolin ist dabei pH- und
konzentrationsabhingig. Die Aktivitit der Malatdehydrogenase (MDH) von
Rhizophora mangle (Myrtales) wurde durch die Zugabe von 600 mol / m® Prolin
gesteigert (Sommer et al., 1990). Die Aktivititssteigerung der MDH, der
Nitratreduktase (NR) und der Phosphoenolpyruvat-Carboxylase (PEPC) in
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Sasola soda (Chenopodiaceae) durch Prolin unter Hitzeeinwirkung betrug 10 %
(NR) bis 60 % (MDH) (Nikolopoulos und Manetas, 1991). Dabei nahm die
Aktivitatssteigerung bei Konzentrationen iiber 1000 mol / m? nicht mehr zu.
Wenn auch die Funktion von Prolin als stoffwechselvertrigliche Substanz in
vielen Organismen nachgewiesen wurde, so gilt dies nicht generell. Die Autoren
der zuletzt zitierten Arbeit weisen daraufhin, dall Prolin in S. soda keinen Schutz
gegen die Inhibition der Enzyme durch NaCl bietet, wihrend dieser Schutz fiir
Cynodon dactylon (Hundszahngras) gegeben ist. Sie gehen daher von einer Co-
Evolution zwischen Osmolytsystem und Enzymstruktur aus. Damit konnte die
Priferenz bestimmter Osmolyte in einigen Bakterien- (Galinski, 1993), Algen-
(Wegmann, 1986), Pflanzen- und Tierklassen (Yancey et al., 1982) erklirt wer-
den.

Wihrend die Schutzfunktion von Prolin bei Diatomeen unter Salzstref3 allgemein
akzeptiert ist, verneint Schobert (1977b) die Funktionen als N-Speicher und
Osmolyt. Die experimentellen Befunde, daB die Prolinkonzentration sowohl von
der Art (Nitrat, Ammonium, Aminoséduren) als auch von der Konzentration der
externen N-Quelle abhingig ist, interpretiert die Autorin als unvereinbar mit der
Funktion als N-Speicher. Diese Aussage steht im Gegensatz zur Auffassung von
Martin-Jézéquel et al. (1992), die - wie oben beschrieben - die freien
Aminosduren als primdren Stickstoffspeicher ansehen, dessen Konzentration mit
der Abnahme des externen Nitrats korreliert ist. AuBerdem geht Schobert
(1977b) davon aus, daB die Konzentration eines Osmolyts nur von der
Schockgréfe und nicht noch von anderen Faktoren abhingig sein darf. Diese
Anforderungen an einen kompatiblen Osmolyten sind dem Verfasser dieser
Arbeit zu eng ausgelegt: Letztendlich ist jede Akkumulation eines Osmolyten
Energie- und Ressourcen-abhangig. Sollte z.B. die Akkumulation von Prolin bei
SalzstreB3 unter Néhrstoffmangel oder niedriger Lichtintensitit geringer sein als
unter optimalen Bedingungen méglich, muBl dies nicht gleich zum Zelltod fiihren.
Selbst unter Standardbedingungen weist die Art Chaetoceros sp. bei 51 PSU
schon eine Verringerung der Wachstumsrate, aber keine Plasmolyse auf. Sowohl
die Inhibition der Enzyme durch Ionen als auch die Schutzfunktion durch Prolin
sollten als relative Wirkungen aufgefal3t werden. Entscheidend ist, dal die Art
den SalzstreB Uberlebt und sich fortpflanzt. Von sekundérer Bedeutung ist dabei
das Erreichen einer maximalen, durch giinstige Bedingungen induzierbaren
Osmolytkonzentration, die unter natiirlichen Bedingungen wahrscheinlich nicht
anzutreffen ist.

Nichtsdestoweniger stellt sich die Frage: Wie regulieren die Algen auf enzyma-
tischer Ebene eine konstante Prolinkonzentration? Dazu wurden in Morus alba
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(weiBer Maulbeerbaum) die Aktivitdten der Prolinoxidase und Prolindehydro-
genase unter Wasserstre3 bestimmt (Veeranjaneyulu und Kumari, 1989). Der
Prolinumsatz wird durch beide Enzyme verursacht (Abb. 15).

Sie sind jedoch unterschiedlich kompartimentiert: Die Prolinoxidase befindet sich
in der inneren Mitochondrienmembran, wihrend die Prolindehydrogenase im
Cytoplasma lokalisiert ist, wo sie als aktiver Teil der Pyrrolin-5-Carboxylat-Re-
duktase fungiert. Somit katalysieren die beiden Enzyme dieselbe Reaktion mit
denselben Ausgangssubstraten und Coenzymen, aber in unterschiedliche Rich-
tungen. Die Prolindehydrogenase arbeitet in Richtung Abbau zu Pyrrolin-5-
Carboxylat. Dieser wird unter Wasserstre3 stiarker inhibiert als die Synthese von
Prolin durch die Prolinoxidase (P5C-Reduktase). Somit {iberwiegt die Prolin-
synthese und es kommt unter Wasserstre3 (Salzstre3) zur Prolinakkumulation.
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Abb. 15: Biosynthese und katabole Stoffwechselwege von L-Prolin in Pflanzen (aus Dashek und Erickson, 1981).
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4222 Organische Sduren

Eine "Acetat-dhnliche" Sdure ist unter den gemessenen organischen Sduren
dominant in beiden Diatomeenarten. Malat, Citrat und Lactat sind schwache
Sduren mit pK'-Werten > 3. Unter physiologischem pH von ca. 7 liegen sie als
organische Anionen vor.

Auch wenn damit zu rechnen war, dal} organische Sduren in dissoziierter Form
beim Ladungsausgleich des Kationentuberschusses (s. Ionendiskussion) beteiligt
sein konnten, so sind doch die Konzentrationen uberraschend hoch. Allerdings
deuten die hohen Standardfehler auf eine grofe Variabilitdt, besonders der unbe-
kannten organischen Siure, hin. Teilweise wurde in einer Probe ein Vielfaches
der Konzentration einer Parallelprobe gefunden. Moglicherweise ist dies auch
methodisch bedingt. Das Basislinien-Grundrauschen bei der Leitfahigkeits-
bestimmung im sauren Eluenten war groB3, so dall eine korrekte Peak-Auswer-

tung erschwert war.

Die organischen Sduren konnen in den Citrat-Zyklus eingeschleust und umge-
setzt werden. Der Citrat-Zyklus, als amphiboler Stoffwechselweg, vermittelt
zwischen katabolen und anabolen Sequenzen. Die organischen Sauren konnen
sowohl vollstindig im Citrat-Zyklus und der anschliefenden Elektronentrans-
portkette oxidiert werden als auch z.B. als Vorstufe fir a-Ketoglutarat (2-Oxo-
Glutarat) bzw. Oxalacetat zur Verfugung stehen. a-Ketoglutarat ist die Vorstufe
zum Glutamat, aus dem die Aminosduren der Glutamatfamilie wie Glutamin,
Prolin, Ornithin und Arginin synthetisiert werden. Oxalacetat ist der
Ausgangspunkt zur Synthese von Aspartat, Asparagin, Methionin, Threonin,
Isoleucin und Lysin. Somit ist die direkt mit dem Citrat-Zyklus verzahnte
Aminosduresynthese moglicherweise auch mit den organischen Séduren
verbunden. Anaplerotische Reaktionen miissen die entnommenen Zwischen-
produkte des Citrat-Zyklus standig auffilllen, um dessen Funktionstiichtigkeit zu
gewihrleisten. Hohe Konzentrationen an freien organischen Sduren konnen somit
das C-Skelett fir Folgereaktionen liefern, insbesondere fir die Prolinsynthese
unter Salzstref3.

Aufgrund von Wasserstre-Versuchen mit der hoheren Pflanze Vicia faba
(Pferde- oder Saubohne) sollten die Quellen der Prolinsynthese ermittelt werden
(Venekamp und Koot, 1988). Wahrend des ersten Tages des Salzstresses
stammen die Aminosiuren Prolin und Asparagin dieser Art aus freien
Aminosiduren und aus sogenannten Aminotransfer-Komponenten aus ‘dem
Proteinabbau. Darunter sind die Aminosiuren zu verstehen, die in den Glutamat-

Aminogruppen-Transfer einmiinden konnen: Glutamat, Aspartat, Alanin, Serin,
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Glycin und Glutamin. Wahrend des zweiten Tages gelangten nur noch 15 % der
aus Proteinen freiwerdenden Aminotransfer-Komponenten in die Prolinsynthese,
wihrend 85 % neu synthetisiert werden muBten. Unter dauerhaftem Salzstrel3
synthetisierte die Pflanze Prolin vermehrt aus anderen Quellen als den
Aminotransfer-Komponenten. Die Autoren gehen von Nitrat als N-Quelle und
moglicherweise organischen Sduren als C-Quelle aus. Die Hypothese konnte in
einem weiteren WasserstreB-Experiment mit V. faber im Licht und im Dunkeln
bestitigt werden (Venekamp et al., 1989). Dabei trigt die Synthese organischer
Siduren wie Citrat, Malat und Lactat zur Aufrechterhaltung der Elektroneutralitit
bei: Der Ladungsverlust des intrazelluliren Nitrats, das in die Prolinsynthese
einflieBt, kann Gber die Synthese organischer Sduren kompensiert werden. Diese
Betrachtung ist jedoch nur dann zuldssig, wenn - wie in diesem Experiment - die
Nitrataufnahme aus dem externen Milieu unméglich ist. Es existiert unter diesen
Bedingungen ein Korrelationskoeffizient von 0,8 zwischen der Summe der
organischen Siuren der Respiration und Prolin. Der Korrelationskoeffizient
zwischen den organischen Sduren der Photorespiration (Glycolat und Glycerin)
und Prolin ist nur 0,5. Die verschiedenen Stoffwechsel-Schritte zur
Prolinsynthese, angefangen bei der Glutamatdehydrogenase, stellen einen
wirksamen metabolischen Mechanismus zum Entfernen Uberschiissiger H*-Ionen
(aus der Synthese organischer Sduren) und damit zur Kontrolle des zelluliren pH
dar. In dieser Pflanze existiert also anscheinend eine enge Verkniipfung von
organischen Sauren, Prolinsynthese und Regulation des pH unter Wasserstrel3.
AuBerdem vermindert Lichtabschlull die Prolinsynthese, verhindert sie aber
nicht. In Chlorella autotrophica konnten die Enzyme des Glyoxylat-Zyklus
durch eine vorherige Dunkelinkubation induziert werden (Laliberté und
Hellebust, 1989). Unter SalzstreB nahm die Art Acetat aus dem Medium auf und
war dadurch in der Lage, hohe Prolinkonzentrationen zu synthetisieren.

Die Konzentrationen der unbekannten organischen Saure beider Eisalgen waren
im Schwachlicht deutlich geringer als im Starklicht im Gegensatz zu den
Tonenkonzentrationen, die sowohl absolut als auch prozentual zunahmen. Die
Funktion zur Aufrechterhaltung der Elektroneutralitit kann diese Kon-
zentrationsunterschiede nicht erkliren. Bis auf den Schwachlichtansatz von
Navicula sp. zeigen alle Ansdtze ihr Maximum bei 34 PSU. Wenn man die or-
ganischen Sduren als leicht verfiigbare C-Quelle zum Anabolismus oder als
Atmungssubstrat zur Energiegewinnung betrachtet, so spiegeln die hohen Werte
unter Meerwassersalinitit moglicherweise einen energetisch giinstigen Zustand
wider. Die Konzentrationen der organischen Siuren von Chaetoceros sp. sind im
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Schwachlicht bei 17 und 34 PSU deutlich gréBer als die von Navicula sp.. Der
Einflul der Salinitit ist aber kontrar:

Wihrend die Konzentration der "Acetat-dhnlichen" organischen Siure bei
Navicula sp. mit der Salinitit nahezu linear anstieg (r = 0,97), sank sie bei
Chaetoceros sp. von 34 auf 51 PSU. Bei Navicula sp. unter 5 pmol Photonen /
m? s deutet sich ein Zusammenhang zwischen Salzstre, Prolinsynthese,
moglicherweise verminderter Nitratverfiigbarkeit und Aufrechterhaltung der
Elektroneutralitdt an.

Desweiteren tragen die organischen Sduren zu einem groflen Teil zum osmo-
tischen Potential der Algen bei. Man kann daher zumindest von einem
Osmolytsystem mit zwei Hauptosmolyten ausgehen, in dem allerdings das Prolin
als echte kompatible Substanz gilt, was fiir die unbekannte organische Siure
aufgrund der Ladung und des zumeist fehlenden Anstiegs mit der Salinitat nicht
wahrscheinlich ist. Uber die Kompartimentierung organischer Sduren ist bisher
bei Algen nichts publiziert. Im Blatt von Chenopodium liegen die organischen
Sduren zu ca. 63 % in der Vakuole vor (McCue und Hanson, 1990). Uber die
Kompatibilitit hoher Konzentrationen organischer Sduren mit den Enzymen ist
bisher nur wie o.b. ein eher stabilisierender Effekt auf die makromolekulare

Konformation bekannt.

4.2.23. Homarin und DMSP
Die tertidre Schwefelverbindung DMSP (Dimethylsulfoniumpropionat) ist wegen
ihrer klimatologischen Bedeutung im letzten Jahrzehnt in den Blickpunkt der
Forschung geriickt (zur Ubersicht: Charlson et al., 1987). Dabei wird davon aus-
gegangen, daB das DMSP bzw. das Spaltprodukt DMS hauptsidchlich vom
Phytoplankton (Keller et al., 1989), aber auch von Makroalgen (White, 1982;
Reed, 1983; Karsten, 1991) produziert und an das umgebende Wasser abgegeben
wird. Aufgrund des groBen Konzentrationsgradienten gelangt das DMS vom
Wasser in die Atmosphire, wo es dann durch Radikale (OH, NO;) zu Schwefel-
dioxid und MSA (Methansulfonsdure) oxidiert wird. Das Schwefeldioxid - das zu
Sulfat umgewandelt wird - und Methansulfonat dienen als Wolkenkondensa-
tionskerne, die die Wolkenbildung iiber den Ozeanen erhéhen. Dies ist besonders
bedeutend fiir Regionen geringer Partikel- und Staubdichte (stidliche Hemi-
sphire), da diese auch als Kondensationskerne fungieren. Die erhohte Wolken-
bildung steigert wiederum die Reflektion der Sonneneinstrahlung mit dem Effekt,
daB die Phytoplanktonproduktion und damit auch die DMS-Freisetzung abnimmt.
Die daraus resultierende verminderte Wolkenbildung verursacht die Erwédrmung
der Erde und eine erhohte Produktion der Algen. Somit schlieBt sich der Regel-
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kreis, dem die Gaia-Hypothese zugrundeliegt, wonach Organismen ihre Umwelt
beeinflussen kénnen und nicht nur durch sie beeinflulit werden (Lovelock et al,
1972; Lovelock, 1990). Dieser Regelmechanismus kénnte dem Treibhauseffekt
(der Erwarmung der Erde) entgegenwirken (Charlson et al., 1992).

Im Phytoplankton stellen die Dinophyceae und die Prymnesiophyceae
(einschlieBlich Coccolithophoriden) die Hauptproduzenten dar (Keller et al,
1989). Die Autoren geben nur einzelne Vertreter der Bacillariophyceae an, die
groBere Mengen an DMSP enthalten, wie Melosira nummuloides.

In antarktischen Kustengewdssern wurden hohe Konzentrationen an DMS im
Wasser gemessen, die eng mit Phaeocystis pouchetii-Bliten korreliert waren, so
daB diese Art als DMSP-Hauptproduzent gilt (Gibson et al., 1990; Fogelqvist,
1991; Kirst et al., 1991). Eisalgengemeinschaften, die hauptsachlich aus Diato-
meen bestehen, besitzen (pro Liter) eine bis zu 245-fache DMSP-Konzentration
der Algen in der Wasserséaule unter dem Eis bzw. eine 20 bis 56-fache Konzen-
tration der Algen im offenen Wasser (Kirst et al., 1991). Dabei gehoren die Ge-
meinschaften aus der Salzlauge zu den geringeren Produzenten (kieines DMSP /
Chl a-Verhiltnis).

Fir Makroalgen ist die Abhidngigkeit der DMSP-Konzentration von Licht, Sa-
linitat, Temperatur und Saisonalitdt (Tageslinge) nachgewiesen (Karsten et al.,
1990; Karsten, 1991). Die Konzentration der tertidaren Schwefelverbindung nahm
mit steigender Lichtintensitdt, Salinitit und Tageslinge und mit sinkender
Temperatur zu. In den Mikroalgen Hymenomonas carterae (Prymnesiophyceae),
Tetraselmis subcordiformis (Prasinophyceae) und Phaeodactylum tricornutum
(Bacillariophyceae, Diatomee) stieg die DMSP-Konzentration ebenfalls mit der
Salinitat an (Vairavamurthy et al., 1985; Dickson und Kirst, 1986, 1987). Fur
Eisalgen liegen bisher noch keine Daten vor.

Chaetoceros sp. ist wie viele Diatomeen kein DMSP-Produzent. Auch unter
Stickstoffmangel-Bedingungen konnte keine DMSP-Akkumulation induziert wer-
den. Navicula sp. ist mit 50 mol / m® bei 50 pmol Photonen / m? s und 34 PSU
ein mittlerer DMSP-Produzent. Diese Einstufung erfolgt aufgrund der
Klassifikation von Kirst und Wiencke (1994), nach der die Algen mit einer
Konzentration unter 50 mol / m? als schwache und die mit einer groferen
Konzentration (50-800 mol / m?) als starke DMSP-Produzenten eingeteilt
werden. Die Konzentration nahm sowohl im Stark- als auch im Schwachlicht mit
der Salinitédt zu, was die Osmolytfunktion der Substanz bestétigt. Der Einflull der
Lichtintensitat zeigt keine klare Tendenz auf. Wéahrend die Schwachlichtwerte
fur 17 und 34 PSU ca. doppelt so groB3 sind wie die im Starklicht, ist die DMSP-
Konzentration bei 51 PSU im Schwachlicht deutlich grofler als die bei 50 umol
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Photonen / m? 5. Im Zusammenhang mit der sinkenden Prolinkonzentration im
Schwachlicht gewinnt somit das DMSP an Bedeutung. Zudem haben Unter-
suchungen zur Funktion der tertidren Schwefelverbindung als kompatible
Substanz bei 7. subcordiformis ergeben, dal} die optimale Schutzwirkung der
Malatdehydrogenase bei einer Konzentration von bis zu 100 mol / m®> DMSP
liegt (Grone und Kirst, 1991). Bei 200 mol / m® war eine deutliche Inhibition zu
verzeichnen. In Anwesenheit von 100 mol / m®> DMSP war die Aktivitdt der
MDH héher als bei dquimolarer Glycinbetain- und Mannitol-Konzentration. Die
Ergebnisse der zitierten Autoren deuten auf einen engen Konzentrationsbereich
hin, in dem das DMSP als kompatible Substanz bezeichnet werden kann. Sollten
die in vitro-Versuche auf die Cytoplasma-Verhaltnisse von Navicula sp.
Obertragbar sein, so befinden sich die gemessenen DMSP-Konzentrationen

(< 100 mol / m*®) im optimalen "Schutzbereich”.

Quartdre Ammoniumverbindungen (QACs) und tertidre Sulphoniumverbindungen
(TSCs) besitzen ein Methylgruppen-substituierendes N- oder S-Atom, das eine
positive Ladung triagt. Diese Substanzen sind in Bakterien, Cyanobakterien,
Algen, hoheren Pflanzen und Tieren nachgewiesen worden (Yancey et al., 1982).
Fast alle bisher untersuchten Algenarten enthalten Betaine oder deren analoge
Sulphoniumverbindungen (Blunden und Gordon, 1986). Die weitverbreitetsten
sind Glycinbetain, y-Aminobuttersdure-Betain, Prolinbetain und das oben bereits
diskutierte DMSP. Aufgrund der dhnlichen Ergebnisse fur verschiedene Arten
einer Gattung, kann von einer "taxonomischen Signifikanz" der Komponenten
ausgegangen werden (Blunden et al., 1992). Fiur Diatomeen sind bisher die
Verbindungen Glycinbetain (Skeletonema costatum, Chaetoceros calcitrans,
Phaeodactylum tricornutum, Cyclotella cryptica und C. meneghiniana) und
Homarin (C. cryptica und C. meneghiniana) nachgewiesen worden (Roch et al.,
1985; Blunden und Gordon, 1986; Dickson und Kirst, 1987). Die zuletzt
zitierten Autoren fanden eine Akkumulation von Glycinbetain und Homarin mit
ansteigender Salinitdt. In der Prasinophyceae Tetraselmis (Platimonas)
subcordiformis werden die QACs allerdings erst nach einer ca. 3-stindigen lag-
Phase synthetisiert, was auf eine de novo-Synthese der beteiligten Enzyme
hindeutet (Dickson und Kirst, 1986). Hinsichtlich der Vertraglichkeit der QACs
mit den Enzymen des Cytoplasmas ist bei Algen nichts bekannt. Die Wirkung der
Verbindungen wurden hauptsdchlich in hoheren Pflanzen untersucht (zur
Ubersicht: Rhodes und Hanson, 1993). Danach gelten die meisten QACs als
kompatible Substanzen, aber nicht alle: Fir Trigonellin, Acetylcholin, S-Methyl-
L-Methionin und S-Adenosyl-L-Methionin konnten keine vertrdglichen
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Eigenschaften bestitigt werden. Am meisten ist iiber das Glycinbetain bekannt,
das gut wasserloslich ist, keine Nettoladung unter physiologischem pH trigt
(Wyn Jones und Storey, 1981) und wahrscheinlich nahezu zu 100 % im
Cytoplasma (in Chenopodium) vorliegt (McCue und Hanson, 1990).

Die eigenen Ergebnisse bestitigen die "taxonomische Signifikanz" der QACs: In
beiden Diatomeenarten wurde Homarin gefunden. Fir Navicula sp. kann eine
weitere Substanz nicht ausgeschlossen werden. Aufgrund methodischer
Schwierigkeiten konnten ein Systempeak und moglicherweise ein Komponen-
tenpeak nicht getrennt und quantifiziert werden. Dieser vermeintliche Kom-
ponentenpeak trat aber nicht reproduzierbar auf, so daB es sich dabei um einen
Probenaufbereitungseffekt handeln kénnte. Einerseits weisen die sehr niedrigen
Konzentrationen auf die Funktion als Membran-modifizierende Substanz hin
(Blunden und Gordon, 1986), andererseits stiegen die Homarinkonzentrationen
mit der Salinitdt an, was auf die Funktion als kompatible Substanz hindeutet. Die
hohen Homarinkonzentrationen, die bei 7. subcordiformis gefunden wurden,
unterstiitzen die Hypothese, daB es sich um eine kompatible Substanz handeln
konnte. Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit von Homarin und Trigonellin
(dieselbe Summenformel, aber unterschiedliche Strukturformeln), das nicht als
kompatible Substanz gilt, lassen sich keine eindeutigen Aussagen zur Funktion
der Substanz machen. Ein direkter Konzentrationsvergleich der beiden Eisalgen
mit den Cyclotella-Arten (Dickson und Kirst, 1987) ist leider nicht moglich, da
Glycinbetain und Homarin aufgrund der verwendeten Bestimmungsmethode in
den Brackwasserarten nicht getrennt quantifiziert werden konnten. Die
Gesamtkonzentration lag mit 120 mol / m*> QACs (bei 400 mol / m® NaCl = ca.
26 PSU) in den Cyclotella-Arten deutlich héher als in den Eisalgen, in denen die
maximale Homarinkonzentration nur 23 mol / m? (bei Chaetoceros sp. bei
51 PSU im Schwachlicht) betrug. Quantitativ ist die Verbindung damit im

Bereich der Aminosidurekonzentrationen.

4.2.2.4. Vitalitit
Die Fluoreszenzmessung kann nicht nur zur Bestimmung des Chl a-Gehaltes,
sondern auch zur Ermittlung der Photosynthesekapazitit eingesetzt werden.
Darunter ist die durchschnittliche maximale Rate der Nettophotosynthese von
Pflanzen bei natiirlicher CO,-Versorgung sowie optimalen Licht-, Temperatur-
und Feuchtigkeitsbedingungen zu verstehen (Borriss und Libbert, 1984). Zur
Messung werden die verzogerte Fluoreszenz nach einer Dunkelinkubation (Fy)
und die maximale Fluoreszenz zueinander in Beziehung gesetzt. Die maximale

Fluoreszenz wird durch die Zugabe eines Inhibitors (DCMU) erzeugt, der den
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nicht-zyklischen Elektronentransport (PS II) blockiert und damit die Loschung
("quenching”) der Elektronen verhindert. In Versuchen mit einzelligen Griinalgen
in Batch-Kulturen konnte eine gute Korrelation zwischen der Photosyntheserate
und dem relativen Anstieg der Fluoreszenz nach der Inhibition des Elektronen-
transports mit DCMU festgestellt werden (Samuelsson und Oquist, 1977). Wih-
rend der exponentiellen Wachstumsphase, in der die Algen ihr Photosynthese-
maximum erreichten, waren die durch DCMU induzierten Fluoreszenzwerte (F)
am grofiten. In der stationdren Phase, in der die Photosyntheserate abnahm, san-
ken sie ab. In Felduntersuchungen und Laborexperimenten von Phytoplanktern
stellte sich das Verhiltnis F, / Fy als Index fiir die Effizienz der Photosynthese
(Energieausnutzung) und als Indikator fiir die spezifische Photosyntheserate un-
ter sich verindernden Umweltfaktoren bei gleichbleibender Lichtintensitit heraus
(Roy und Legendre, 1979). Eine Verminderung der Lichtintensitdt fithrte zur Er-
héhung von F, / F, obwohl die Photosyntheserate abnahm. Nahrstoffmangel
resultierte in der Verminderung von Fp, / Fy. Cullen und Renger (1979) fihrten
den FRI (Fluorescence response index: (F, - Fy) / Fp) ein. Sie gingen von der
Annahme aus, daB die Fluoreszenz pro Chlorophylieinheit umgekehrt proportio-
nal zur Photosynthesekapazitit ist. Je geringer der Anteil an photochemisch ge-
nutzten Elektronen ist, desto groBer ist die Fluoreszenz und umgekehrt. Somit
zeigt ein FRI von 0 keine Photosynthesekapazitit. Die Algen sind in diesem Fall
Stoffwechsel-inaktiv oder tot. Ansteigende FRI-Werte kennzeichnen eine zu-
nehmende Photosynthesekapazitdt. Fiir die Diatomeen gemiBigter Regionen,
Phaeodactylum tricornutum und Thalassiosira weissflogii, liegen FRI-Werte von
0,55 und 0,6 bei 10 umol Photonen / m? s bzw. von 0,33 und 0,42 bei 100 pmol
Photonen / m? s vor (Furuya und Li, 1992). Obwohl die FRI-Werte im Schwach-
licht deutlich hoher als im Starklicht lagen, war die C-Assimilationsrate bei 100
umol Photonen / m? s grofler. Der Schwachlichteffekt wird damit erklart, daf
viele Phytoplankter unter verringerter Lichtintensitdt die Menge an Licht-
sammelpigmenten erhdhen, wodurch sich wahrscheinlich die Effizienz des
Transfers der Anregungsenergie von akzessorischen Pigmenten auf das Chl a er-
hoht.

Der FRI gibt somit Auskunft iiber den physiologischen Zustand der Alge unter
verschiedenen Umweltbedingungen. Ein direkter Schlul vom FRI auf die absolu-
te C-Assimilationsrate bei unterschiedlicher Lichtintensitdt ist allerdings nicht

moglich.

Aus kurzzeitigen SalzstreB-Untersuchungen zur Fluoreszenzinduktion und aus

Photosynthese-Licht-Kurven arktischer pennater Eisalgen aus der Untereis-
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schicht ist bekannt, dal} sie ihr Salinititsoptimum bei Umgebungssalinitit (ca. 30
PSU) haben (Bates und Cota, 1986). FRI-Werte sind nicht angegeben.

Die FRI-Werte von Chaetoceros sp. zeigen sowohl im Stark- als auch im
Schwachlicht einen deutlichen Salinititseffekt. Dabei ist die Effizienz der Licht-
nutzung im hypoosmotischen Bereich (17 PSU) am gréBten. Dies ist bemerkens-
wert, da die Salinitit von 17 PSU die untere Grenze des Wachstumsbereichs der
Art im Schwachlicht markiert. Die Abnahme des FRI bei 51 PSU im Starklicht
1aBt sich mit der deutlichen Abnahme der Wachstumsrate erkliren. Im
Schwachlicht ist bei #hnlich starker Abnahme des FRI keine nennenswerte
Verminderung der Wachstumsrate festzustellen. Die verminderte photochemische
Nutzung der Lichtenergie (geringere Fluoreszenzléschung) reicht offenbar aus,
dem erhohten Energiebedarf fiir den Ionentransport und die Synthese bzw.
Regulation einer hohen Konzentration organischer Osmolyte unter Salzstrefl und
Schwachlicht zu geniigen. Die verringerte Photosynthesekapazitit geniigte
anscheinend, die stindig fiir das Wachstum erforderlichen Zellmetabolite
bereitzustellen,

Insgesamt liegen die FRI-Werte fiir alle Ansidtze von Chaetoceros sp. (auler
51 PSU) deutlich héher als die der gemiBigten Diatomeen (Furuya und Li,
1992).

Auch bei Navicula sp. fuhrt erhohte Salinitdt im Starklicht zu einer drastischen
Abnahme des FRI. Allerdings spiegelt sich diese Tendenz nicht in einer
verminderten Wachstumsrate wider. Im Schwachlicht liegt das Optimum des FRI
bei Meerwassersalinitidt (34 PSU), was im Einklang mit der Literatur steht (Bates
und Cota, 1986). Aufgrund der fehlenden Wachstumsdaten unter dieser
Lichtintensitdt kann keine Diskussion mit den Fluoreszenzdaten erfolgen. Auch
die FRI-Werte von Navicula sp. liegen im oberen Bereich oder tiber den FRI-

Werten fiir Diatomeen gemaBigter Regionen.

Ob eine Korrelation des FRI und der C-Assimilationsrate vorliegt, konnte nur
durch Photosynthese-Experimente unter entsprechenden Bedingungen geklirt
werden. Bestiinde eine solche Korrelation, so wire mit Verminderung des FRI
eine Reduktion des Wachstums zu erwarten. Die Wachstumsdaten der Stamm-
kulturen zeigen aber keine klare Tendenz. Der FRI der untersuchten Eisalgen ist
primir eine Funktion der Salinitit. Er ist zum Teil deutlich hoher als bei
Diatomeen gemiBigter Regionen. Der EinfluB der Lichtintensitdt ist von ge-
ringerer Bedeutung. Der FRI eignet sich in Bezug auf die untersuchten Arten
wohl als Vitalitatstest (Stoffwechselaktivitidt), aber nicht als Mittel zur
Quantifizierung der C-Assimilation. Da dieser Index vornehmlich zur Beurteilung
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der Vitalitait wihrend der Langzeit-Dunkelinkubation (s. Kap. 5.) bestimmt
wurde, spielt die quantitative Einschatzung der Fluoreszenzergebnisse eine

untergeordnete Rolle.
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5. Langzeit-Dunkelinkubation

5.1. Ergebnisse

Als Vitalitdtstest wurde der FRI als Mal fiir die Photosynthesekapazitit be-
stimmt. Desweiteren diente die mikroskopische Zellzahlbestimmung nicht nur der
Erfassung der BezugsgrofBe, sondern auch als Kontrolle fir den Zustand der
Algenkuituren. Als kompatible Substanzen soliten Prolin, Homarin und DMSP
(nur bei Navicula sp.) erfaBBt werden. In Bezug auf Chaetoceros sp. konnte nur
Prolin gemessen werden, da sich die Zellen der Langzeit-Inkubation als zu labil
fir die Standardaufbereitung erwiesen (s. Material und Methoden). Auch
Navicula sp. erwies sich als zu empfindlich gegeniiber dem mehrmaligen
Zentrifugieren, so daB die Pellets nur einfach mit Sorbitol gewaschen werden

konnten. Es muflte daher auf die Bestimmung der Ionen verzichtet werden.

5.1.1. _Prolinkonzentration und Populationsdichte nach Vorinkubation im
Schwachlicht
Die Prolinkonzentrationen aller Ansidtze nahmen wahrend der 84-tdgigen Dunkel-

inkubation deutlich ab (Abb. 16). Am deutlichsten war dies im Ansatz von
Chaetoceros sp. bei 51 PSU zu beobachten, in dem die absolute Prolinkonzentra-
tion um ca. 300 mol / m?® sank. Die Zellzahl zeigte im Gegensatz zur Prolinkon-
zentration wihrend des Versuchs eine schwach steigende Tendenz, die in den
Chaetoceros sp.-Ansédtzen starker ausgeprdgt war als in denen von Navicula sp..
Die wesentlichen Verdnderungen sowohl der Prolinkonzentration als auch der
Zellzahl waren im Zeitraum von 0 bis 56 d zu verzeichnen, wihrend zwischen
den Probennahmen von 56 und 84 d nur noch geringfiigige Unterschiede
auftraten. Eine Ausnahme davon bildete die 34 PSU-Probe von Chaetoceros sp.,
bei der zwar die Prolinkonzentration konstant blieb, aber die Zellzahl weiter
schwach anstieg. Aufgrund der stark iiberlappenden Standardabweichung der
Zellzahl fir den Erntezeitpunkt nach 56 d mit dem Mittelwert nach 84 d solite

dieser Unterschied jedoch nicht iiberbewertet werden.
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Abb. 16: Prolinkonzentration und Zellzahl wihrend einer 84-tidgigen Dunkelinku-
bation bei 4 °C. Die Kulturen wurden bei 5 pmol Photonen / m? s vorinkubiert.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung. A = Prolin-
konzentration in mol / m®. B = Zellzahl » 104/ mL.
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5.1.2, Vitalitit
Der FRI (Fluorescence response index) blieb wihrend des gesamten Versuchs-
zeitraums auf einem hohen Niveau, Er sank bei Chaefoceros sp. nie unter den
Anfangswert (Abb. 17). Die beiden Arten zeigten eine unterschiedliche Entwick-
lung der Fluoreszenzwerte auf: Wihrend der FRI von Navicula sp. kontinuierlich
mit der Versuchsdauer abnahm, wurden die FRI-Werte der beiden Chaetoceros
sp.-Ansitze nach 14 d deutlich stimuliert, um dann auf ein letztendlich gleiches
Niveau wieder abzufallen. Ab dem Probenzeitraum von 14 d lagen die
Chaetoceros sp.-Werte deutlich Gber denen von Navicula sp.. Aufgrund von
Kultivierungsschwierigkeiten konnten fir Navicula sp. und Chaetoceros sp. nicht
dieselben Probenzeitpunkte und die Gesamtdauer des Versuchs eingehalten wer-

den.
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Abb. 17: FRI (Fluorescence rsponse index) als Mal fiur die Photosyntheseka-
pazitit im Verlauf einer 56 (42)-tdgigen Dunkelinkubation bei 4 °C von Chae-
toceros sp. (34 und 51 PSU) und Navicula sp. (34 PSU). FRI = (Fp-Fy) / Fp.
Wobei Fp, = Fluoreszenz nach Zugabe von DCMU und Fy = Fluoreszenz vor Zu-
gabe von DCMU bedeutet. Chactoceros sp. wurde bei 5 ymol Photonen / m? s,
Navicula sp. bei 50 umol Photonen / m? s vorinkubiert. Dargestellt sind die
Mittelwerte mit Standardabweichung (n = 4).
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5.1.3. Prolin, DMSP. Homarin und Populationsdichte in Navicula_sp. nach
Vorinkubation im Starklicht

Die Prolinkonzentration des bei 50 umol Photonen / m? s vorinkubierten
Navicula-Ansatzes (Abb. 18) nahm, wie die Zellzahl (Abb. 19), deutlich bis zur
ersten Probennahme nach 21 d ab, um dann konstant zu bleiben. Die DMSP- und
Homarinwerte von Navicula sp. zeigten im Vergleich zum Prolin eine andere
Tendenz (Abb. 20). Die Konzentrationen lagen bei Versuchsende hoher als zu
Beginn. Dabei waren die Konzentrationsunterschiede allerdings sehr gering.
Sieht man von dem DMSP-Wert fiir 21 d ab, so zeigen beide Kurven einen
parallelen Verlauf.
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Abb. 18: Prolinkonzentration von Navicula sp. wihrend einer 42-tdgigen
Langzeitinkubation im Dunkeln nach einer Vorinkubation bei 50 umol Photonen
/ m?'s. Dargestelit sind die Mittelwerte mit Standardabweichung (n = 4).
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Abb. 19: Zellzahl von Navicula sp. (34 PSU) wihrend einer 42-tigigen
Dunkelinkubation. Die Zellen wurden bei 50 ymol Photonen / m? s vorinkubiert.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung (n = 4).
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Abb. 20: DMSP- und Homarinkonzentration von Navicula sp. (34 PSU) im Ver-
lauf einer 42-tigigen Dunkelinkubation. Die Kultur wurde bei 50 umol Photonen

/ m? s vorinkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung
(n=4).



5.2. Diskussion

Aufgrund der erhohten Empfindlichkeit der Zellen gegeniiber mechanischer Bela-
stung bei der Aufbereitung mufte auf die Erfassung der Ionen verzichtet werden
(s. Kap. 5.1.). Von besonderem Interesse sind die Konzentrationsveranderungen
des Hauptosmolyten Prolin und die Uberlebensrate der beiden Eisalgen in Abhén-
gigkeit von der Dauer der Dunkelinkubation. Die DMSP- und Homarinkonzen-
trationen, als quantitativ nicht so bedeutende Osmolyte, wurden zuséitzlich in

Navicula sp. nach einer Vorinkubation bei 50 umol Photonen / m? s ermittelt.

In den im Schwachlicht (5 pmol Photonen / m? s) vorinkubierten Kulturen der
beiden Eisalgen ist eine leichte Zellzahlzunahme mit zunehmender Inkubations-
dauer zu verzeichnen. Diese Ergebnisse dokumentieren nicht nur eine hohe Uber-
lebensrate, sondern sogar eine Zunahme der Populationsdichte nach 56 bzw. 84 d
der Dunkelinkubation. Ob es sich bei den iiberlebenden Zellen um vegetative
oder Dauerstadien handelt, kann nicht zweifelsfrei beantwortet werden. Im
Gegensatz zu Dauersporen, die sich durch eine stark verdickte Zellwand
auszeichnen, weisen die Dauerstadien von Diatomeen oft keine markanten
morphologischen Unterschiede zur vegetativen Zelle auf (Du Preez und Bate,
1992). Die Art Chaetoceros pseudocurvisetus bildet unter Nahrstoffmangel
sowohl Dauersporen als auch Dauerstadien aus (Kuwata et al., 1993). Dabei
zeichnen sich die Dauerstadien durch schwach pigmentierte Zellen mit
geschrumpften und fragmentierten Chloroplasten aus. Dies stimmt gut mit der
mikroskopischen Beobachtung ab 28 d der Dunkelinkubation der Chaefoceros
sp.-Ansitze Uberein. Die MNavicula sp.-Zellen zeigten ein verdichtetes
Cytoplasma wie die Dauerstadien der Brandungsdiatomee Anaulus australis auf
(Du Preez und Bate, 1992).

Aufgrund der geringfiigigen Unterschiede zwischen den vegetativen und
dunkelinkubierten Zellen ist von einer Dauerstadienbildung (ab 28 d) auszu-
gehen. Demgemifl wiren mit zunehmender Dauer der Dunkelinkubation
stoffwechselinaktivere Zellen mit abnehmendem FRI-Werten zu erwarten ge-
wesen. Diese Erwartung wird von beiden Arten ab 28 d mit den abfallenden FRI-
Werten (geringere Photosynthesekapazitit) bestitigt (Abb. 17).

Uber die Zunahme des FRI von Chaetoceros sp. nach 14 d kann nur spekuliert
werden. Die Photosynthesekapazitit von Anaulus australis blieb trotz Dunkel-
inkubation 3-4 d konstant (Du Preez und Bate, 1992). Die Autoren erkldren die
Aufrechterhaltung der Photosynthesekapazitit mit der Erhohung der Pigment-
konzentrationen von Chl a und Fucoxanthin wihrend dieser Inkubationszeit. Der

Abfall der Photosynthesekapazitit kann mit der Abnahme der Konzentration der
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Ribulosebisphosphatcarboxylase, des photosynthetischen Elektronentransport-
systems und den niedrigen Konzentrationen der Calvin-Zyklus-Intermediate
erklart werden, wie dies bei Scenedesmus ~obliquus gefunden wurde
(Kulandaivelu und Senger, 1976). Moglicherweise erhoht die Art Chaetoceros
sp. wihrend der ersten 14 d der Dunkelinkubation die Pigmentkonzentrationen
und die der Ribulosebisphosphatcarboxylase. Mit der Konzentrationserhéhung
des Enzyms wiirde sich das photochemische "Quenching" und damit der FRI
(Photosynthesekapazitdt) erhohen.

Die Halbierung der Zellzahl der unter 50 pmol Photonen / m? s vorinkubierten
Navicula-Ansitze nach 21 d der Dunkelinkubation, die aufgrund der leeren Scha-
len im mikroskopischen Bild nachzuvoliziehen ist, deutet auf einen starken
EinfluB der Vorinkubation hin. Der Unterschied der 34 PSU-Ansitze von
Navicula sp. im Vergleich zu den 34 PSU-Ansitzen von Chaetoceros sp. bestand
ausschlieBlich in der unterschiedlichen Lichtintensitit der Vorinkubation. Die im
Starklicht vorinkubierten Algen zeigen somit eine deutlich geringere
Uberlebensrate. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit den Versuchsergebnissen
zum Sommer-Winter-Ubergang mit zwei Klons der Art Fragilariopsis
(Nitzschia) cylindrus und einer pennaten arktischen Diatomee (Palmisano und
Sullivan, 1983). Die Erniedrigung der Lichtintensitdit von 46 auf 0 pmol
Photonen / m? s und der Temperatur von 0 auf -2 °C sowie die Erhdhung der
Salinitdt von 20 auf 39 PSU fithrten zur Erhohung der Uberlebensrate der
genannten Arten. Die alleinige Erniedrigung der Lichtintensitit von 46 auf 0
pmol Photonen / m2 s hatte dabei ebenfalls einen positiven Effekt auf die
Uberlebensrate. Der Effekt der Lichtintensitit besteht wahrend dieses
jahreszeitlichen Ubergangs wahrscheinlich in der Erniedrigung der Wachs-
tumsrate und der Erhohung des Heterotrophiepotentials (Palmisano und Sullivan,
1982). Dem Licht wird die Funktion als Steuerungsfaktor zur Einleitung von An-
passungsmechanismen zum Uberwintern beigemessen. Bunt und Lee (1972) kom-
men aufgrund einer 3 monatigen Dunkelinkubation bei -1,8 °C nach einer eben-
falls 3 monatigen Vorinkubation bei 861-1076 Lux und -1,8 °C zu dem Schluf,
daB die Heterotrophie keine Rolle beim Uberleben im Dunkeln spielt. Acetat,
Pyruvat, Glycolat, Succinat, Citrat, Lactat und Glycin hatten keinen EinfluBl auf
das Wachstum von Fragilaria sublinearis und Chaetoceros fragile. Dem gegen-
uber stehen hohe Aufnahmeraten von Aminosiduren durch Eisalgen im Licht und
im Dunkeln (Rivkin und Putt, 1987). Mdoglicherweise sind die angebotenen

Substrate entscheidend.
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Die Ergebnisse aus der Literatur sind kontrovers in Bezug auf die Funktion des
Lichts, den Einflu} des Lichts auf die Heterotrophie und auf die Bedeutung der
Heterotrophie zum Uberleben im Dunkeln. Den in dieser Arbeit untersuchten
Kulturen wurden keine organischen Substrate zugesetzt. Die Heterotrophiefahig-
keit kann also nicht entscheidend zum Uberleben beigetragen haben, auch wenn
Bakterien zum Recycling von Nihrstoffen aus abgestorbenen Zellen (bei
Navicula sp.) beigetragen haben sollten, und die Arten in der Lage gewesen
wiren, diese im Dunkeln aufzunehmen. Letzteres ist zumindest fiir Chaetoceros
sp. unwahrscheinlich. Die Ergebnisse zur Erhdhung der Prolinkonzentration
durch verschiedene N-Quellen im Dunkeln, nach einem hyperosmotischen
Schock, sind negativ (Kap. 6.1.2.1.). Kein Widerspruch besteht zwischen den
Ergebnissen der zitierten Arbeiten und den eigenen Resultaten in deren
Einschdtzung hinsichtlich der okologischen Bedeutung: Wenn auch Licht,
Temperatur, Salinitdt und Heterotrophiepotential einen EinfluB auf die
Uberlebensrate haben mogen, iiberlebensnotwendig sind sie nicht. Auch ein
kleiner Teil der Population von ca. 1 %, wie er in Laborexperimenten ohne
simulierten Sommer-Winter-Ubergang gemessenen wurde (Palmisano und
Sullivan, 1983), wiirde zur Wiederbesiedelung der Wassersdule im Frihjahr /

Sommer ausreichen.

Von einer Zellzahlzunahme wihrend einer mehrmonatigen Dunkelinkubation -
wie bei Chaetoceros sp. - ist bisher noch nicht berichtet worden. Dieses Ergebnis
verlangt nach einer Erkldarung. Maoglicherweise steht die Prolinkonzentration im
Zusammenhang mit der Populationsentwicklung. Aus den Indizes fiir die
Zellzahlzunahme bzw. -abnahme und der Prolinabnahme 1483t sich folgern, daf}
die Prolinkonzentration stirker sinkt als die Zellzahl ansteigt (Tab. 11). Die
Prolinkonzentration vermindert sich also nicht nur aufgrund von Zellteilung und
der damit einhergehenden Verteilung auf Tochterzellen. Vermutlich wird die
Iminosdure mit zunehmender Inkubationsdauer in andere Zellmetabolite um-
gewandelt, in Proteine eingebaut oder veratmet. Somit dient dieser Osmolyt
nicht nur als kompatible Substanz zum Schutz gegen erhohte interne Salzkon-
zentrationen, sondern mdglicherweise auch als  Stickstoffquelle und
Atmungssubstrat.  Bemerkenswert  ist dabei das  Erreichen  einer
Minimalkonzentration, die klar von der Salinitat abhangt. Die Kurven der beiden
51 PSU-Ansdtze von Chaetoceros sp. und Navicula sp. liegen deutlich iiber
denen bei 34 PSU. Das Wachstum ist anscheinend direkt mit der Prolinabnahme
gekoppelt: Nachdem die Prolinabnahme nach 56 d stagniert, kommt es auch zu
keinem nennenswerten Wachstum mehr. Die Ergebnisse deuten darauf hin, daf}
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der Hauptosmolyt als Energiespeicher fungieren kénnte, dessen Reserven aber
nur bis zu einer salinitdtsabhangigen Konzentration aufgebraucht werden konnen.
Die Prolinkonzentration der Stammkulturen ist daher nicht zwingend notwendig,
um die Zellfunktionen aufrechtzuerhalten. Die Mindestkonzentrationen bei einer
Salinitdt von > 34 PSU sind artspezifisch und liegen fur Navicula sp. deutlich
niedriger als fir Chaetoceros sp.. Die Arten leisten sich unter ginstigen
Lichtbedingungen einen "UberschuBB" (P,.,) an Prolin, der unter ungiinstigen
abiotischen Faktoren (LichtabschluB) aufgezehrt werden kann (Tab. 11).
Vielleicht tragt der groBere "ProliniberschuBB" von Chaetoceros sp. zur Do-
minanz in Wintergemeinschaften im Packeis bei, wie sie fur Chaetoceros neo-
gracile und verschiedene Nitzschia-Arten festgestellt worden ist (Garrison und
Close, 1993).

Neben den Reservestoffen Chrysolaminarin und Lipiden kénnte Prolin eine zu-
sitzliche C-Quelle darstellen. Andererseits deutet der in Laborversuchen
ermittelte hohe Einbau von photoassimiliertem Kohlenstoff (bei 130-150 pumol
Photonen / m? s) zu 14-23 % in Lipide auf deren Bedeutung als hauptsdchliche
C-Quelle (Reservestoff) hin (Thomas und Gleitz, 1993). Vergleichsweise lagen in
der in den Wintergemeinschaften nicht aufgefithrten Art Nitzschia curta nur 7-8
% des assimilierten Kohlenstoffs in Lipiden vor.

Die untersuchten Eisalgen sind beim Uberwintern anscheinend unabhéngig von
einem ausgeprigten Heterotrophiepotential und organischen Substraten, weil sie
wahrscheinlich ihre Energiereserve in Form von Lipiden wihrend der langen
Dunkelperiode aufzehren. Inwieweit Prolin, neben der vermuteten Funktion als
N-Quelle, auch als zusitzliche C-Quelle in Betracht kommt, kann nicht
abschlieBend beurteilt werden. Hierzu hitten die Reservestoffe (Lipide und
Chrysolaminarin) und deren Abnahme bzw. Umbau wéhrend der Dunkel-
inkubation bestimmt werden miissen.

Das mit der Inkubationsdauer schwindende osmotische Potential des Osmolyten

Prolin wird vermutlich durch Akkumulation von Ionen kompensiert.
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Tab. 11: Zusammenhang der Prolinkonzentration und der Zellzahlveranderung
wihrend der Dunkelinkubation bei 4 °C. Verhiltnis Zg,,, der Endzellzahl (d =
84) / Anfangszellzahl (d = 0) und Verhiltnis P, der Prolinkonzentration (d = 0)
/ Prolinkonzentration (d = 84). Z,,,, gibt die Zunahme bzw. Abnahme der
Zellzahl und P, die Abnahme der Prolinkonzentration wihrend der 84-tigigen
Dunkelinkubation wieder. P, g, gibt die Differenz der Prolinkonzentration zu
Beginn und zum Ende der Dunkelikubation an. * Navicula sp. nach einer
Vorinkubation bei 50 pmol Photonen / m? s. Die Inkubationsdauer betrug 42 d.
Es gelten entsprechend Z,,,,, Py, und Py,

Art Salinitdt ~ Zg,q Pyea Po.gs
[PSU] {mol / m?]

Chaetoceros sp. 34 1,3 3,7 141

Chaetoceros sp. 51 1,6 2,4 282

Navicula sp. 34 1,3 1,7 15

*Navicula sp. 34 *0,4 *2,5 *65

Navicula sp. 51 1,3 2,3 111

Die sich nur geringfiigig d4ndernden Konzentrationen von DMSP und Homarin in
Navicula sp. deuten nicht auf die Funktion dieser Osmolyte als sekundire
Energiespeicher hin, wie dies von Karsten (1991) fiir DMSP bei Makroalgen
vorgeschlagen wird. Wahrscheinlicher erscheint hier die synergistische Wirkung
(Paleg et al, 1985) der verschiedenen Osmolyte (DMSP, Homarin,
Aminosduren) als kompatible Substanzen, deren Bedeutung moglicherweise mit
der Prolinabnahme steigt. Eine Ersatzfunktion fiir Prolin ist aber nicht zu
postulieren, denn dann wiren steigende Osmolytkonzentrationen mit zu-
nehmender Inkubationsdauer zu erwarten gewesen. Die auch nach langer
Dunkelinkubation konstante DMSP-Konzentration erklart vermutlich auch die
hohen Konzentrationen, die in Freilanduntersuchungen in den verschiedenen
Eisalgengemeinschaften unterschiedlich alten Packeises gemessen worden sind
(Kirst et al.,, 1991). Wenn auch die Untersuchungen zum DMSP- und
Homaringehalt in den Stammkulturen ergeben haben, daB3 Licht und Salinitét
einen deutlichen Einfluf} auf die Konzentrationen dieser Osmolyte haben, so mufl
dies fiir die 42-tigige Dunkelinkubation unter konstanten Bedingungen

(Temperatur und Salinitat) verneint werden.
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6. Prolinstoffwechsel

6.1. Ergebnisse
Das folgende Kapitel spiegelt die Prolinkonzentration von Chaetoceros sp. unter
verschiedenen hypo- und hyperosmotischen Versuchsbedingungen wider.

6.1.1. Hypoosmotische Bedingungen

6.1.1.1. Prolinkonzentration in Zelle und Medium im =zeitlichen Verlauf
nach einem abrupten-hypoosmotischen Schock

Nach einer hypoosmotischen Belastung von 51 auf 17 PSU wurde die Prolin-
abgabe an das Medium bzw. die Prolinkonzentration in den Zellen verfolgt
(Abb. 21). Sofort nach dem hypoosmotischen Schock nahm die Konzentration in
den Zellen abrupt ab, wihrend sie im Medium entsprechend zunahm. Das
Maximum der Prolinkonzentration im Medium war nach 30 min erreicht. Fortan
sank die Konzentration der Iminosdure im Medium im zeitlichen Verlauf

bestdndig weiter. In den Zellen hingegen nahm die Prolinkonzentration nach 4 h
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Abb. 21: Prolinkonzentration von Chaetoceros sp. nach einer hypoosmotischen
Belastung von 51 auf 17 PSU bei 50 umol Photonen / m? s im zeitlichen Verlauf.
Dargestellt sind die Konzentrationen in den Zellen und im Medium. Die Medium-
und die Zellkonzentrationen sind auf die eingesetzte Zellzahl mit dem
entsprechenden Volumen bezogen. Die Werte sind dadurch direkt vergleichbar.
Die eingefligte Abbildung (rechts oben) gibt die Konzentrationen aller
Probennahmen wihrend der ersten 60 min wieder. Angegeben sind die
Mittelwerte mit Standardabweichung (n = 4).
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wieder deutlich zu, um dann - ebenfalls wie im Medium - auf ein niedriges
Niveau abzufallen. Die Abnahme der gesamten Prolinkonzentration (Zelle und
Medium) verlief linear mit der Zeit (r = -0,9929).

6.1.1.1. Schockgrofie (Schwellenwert) zur Prolinfreisetzung

Abb. 22 gibt die Ergebnisse eines Experiments mit abgestuften hypoosmotischen
Schocks wieder. Es wurde die Prolinkonzentration im Medium in Abhingigkeit
von der SchockgréfBe gemessen. Als Ausgangsansatz diente ein 51 PSU-
Chaetoceros sp.-Ansatz, der mit entsprechend hyposalinen Medien behandelt
wurde, um die jeweilige Schockstufe zu bewerkstelligen. Nach den geringen
Schocks bis zu 8,5 PSU war kein nennenswerter Ausflu3 von Prolin in das Me-
dium zu messen. Erst bei 12,7 PSU nahm die Prolinkonzentration deutlich zu, um
dann nahezu linear mit der Gréf3e der hypoosmotischen Belastung anzusteigen.
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Abb. 22: Prolinkonzentration von Chaetoceros sp. im Medium in Abhangigkeit
von der Hohe der hypoosmotischen Belastung. Der Prolingehalt des Mediums
wurde 30 min nach der Belastung gemessen und auf das Volumen der
eingesetzten Zellzahl bezogen. Die Kultursalinitit betrug 51 PSU. Die
Schockmedien variierten zwischen 51 und 17 PSU. Dadurch ergaben sich
hypoosmotische Schocks zwischen 0 und 34 PSU. Dargestellt sind die Mittel-
werte mit Standardabweichung (n = 4).
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6.1.2. Hyperosmotische Bedingungen
6.1.2.1. Prolinkonzentration in Abhédngigkeit von verschiedenen N-Quellen

und Glucose im Licht und im Dunkeln
Nach einer hyperosmotischen Belastung von 34 auf 51 PSU verdoppelte sich die
Prolinkonzentration von Chaetoceros sp. im Licht schon nach 4 h, um nach 8 h
das Maximum zu erreichen (Abb. 23). Nach 48 h war eine deutliche Prolinab-
nahme zu verzeichnen. Im Dunkeln hingegen war nur ein geringfiigiger Anstieg
von ca. 25 mol / m* der Iminosdure zu messen. Dieser war nach 4 h erreicht und
blieb wihrend der 48-stiindigen Versuchsdauer konstant.
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Abb. 23: Prolinakkumulation von Chaetoceros sp. nach einer hyperosmotischen
Belastung von 34 auf 51 PSU bei 50 umol Photonen / m? s (12 : 12 LD-Rhyth-
mus) und im Dunkeln. Abgebildet sind die Mittelwerte mit Standardabweichung
(n=4).

Nach einem hyperosmotischen Schock von 34 auf 51 PSU stieg die Prolinkon-

zentration im Dunkeln unabhingig von der N- bzw. C-Quelle nur sehr gering-
fugig (< 60 mol / m®) an (Abb. 24). Der Glutamatwert lag dabei unter dem der
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Kontrolle (N-frei) und war mit dem Ausgangswert identisch. Im Licht stiegen
alle Ansidtze deutlich iiber die der Parallelen im Dunkeln an. Fur die induzierte
Prolinkonzentration in Abhangigkeit von der jeweiligen N- bzw. C-Quelle ergab
sich folgende Reihenfolge:

Prolin > NH,* > Glutamat > NO,- > Glucose > Kontrolle
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Abb. 24: Prolinkonzentration nach einem hyperosmotischen Schock von 34 auf
51 PSU nach Zugabe unterschiedlicher N- bzw. C-Quellen ( 2 mol / m*) zum
Medium und einer Inkubationsdauer von 24 h. Der Lichtzyklus fur die
Lichtproben betrug 12 : 12 h (Licht : Dunkel). Die 34 PSU-Linie stellt den
Mittelwert der Ausgangs-Prolinkonzentration dar. Es sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung angegeben (n = 4).

Fiir den Versuch mit einem hyperosmotischen Schock von 17 auf 51 PSU er-
gaben sich fur NH,*, NO;- und die Kontrolle dhnliche Werte wie fiir den Salz-
belastungsversuch von 34 auf 51 PSU (Abb. 25). Auffillig war der Abfall der
Prolinkcenzentration bei Glutamatzugabe im Licht und im Dunkeln, sowie der
geringe NH,"-Wert im Dunkeln. Die Reihenfolge in Bezug auf die hervor-
gerufene Prolinkonzentration (im Licht):

NH,* > NO," > Kontrolle > Glutamat
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Abb. 25: Prolinkonzentration nach einem hyperosmotischen Schock von 17 auf
51 PSU in Abhingigkeit von der angebotenen 2 mol / m* N-Quelle im Medium
und einer Inkubationsdauer von 24 h. Der Lichtzyklus fur die Lichtproben betrug
12 : 12 h (Licht : Dunkel). Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabwei-
chung (n = 4). Die Ausgangskonzentration von Prolin bei 17 PSU war
1 mol / m?.

Die N-frei inkubierten Ansidtze zeigten nach einer hyperosmotischen Belastung
von 17 auf 51 PSU deutlich geringere Prolinkonzentrationen als die vergleichba-
ren mit 0,883 mol / m® NO,- (f / 2-Konzentration des Mediums) vorinkubierten
Kulturen (Abb. 26). Bis auf den Prolinansatz, der zu einer Konzentration von ca.
225 mol / m® Prolin fiihrte, blieben alle anderen Proben unter 100 mol / m®. Au-
Ber Prolin erhéhten nur NH,* und Glycin geringfiigig die intrazellulare Konzen-

tration der Iminosdure gegeniiber der Kontrolle.
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Abb. 26: Prolinkonzentration nach einem hyperosmotischen Schock von 17 auf
51 PSU, dem eine 7-tagige N-freie Vorinkubation der Kulturen vorausging. Es
sind die Mittelwerte mit Standardabweichung der Prolinkonzentrationen in
Abhingigkeit von der angebotenen N-Quelle (2 mol / m®) dargestellt (n = 4).

6.1.2.2. Hyperosmotischer Sorbitolschock
Zur Kontrolle, ob die Prolinakkumulation auch mit einer anderen osmotisch akti-
ven Losung zu induzieren ist, wurde eine Polyol-Losung eingesetzt. Nach einem
hyperosmotischen Schock einer 17 PSU-Kultur mit 1,5 Osm/kg (= 51 PSU) Sor-
bitol akkumulierte die Art nach 8 h nur eine sehr geringe Prolinkonzentration,
die nach 24 h noch abnahm (Tab. 12).

Tab. 12: Prolinkonzentration von Chaetoceros sp. nach einer hyperosmotischen
Belastung mit einer 1500 mOs/kg (= 51 PSU) Sorbitollosung. Die Ausgangskul-
turen hatten eine Salinitdt von 17 PSU. Die Ansitze wurden 8 bzw. 24 h bei 4 °C
und 50 pmol Photonen / m? s inkubiert. Die mikroskopische Kontrolle bestitigte
den Erhalt der Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung
(n=4).

Inkubationsdauer Prolin in mol / m?
0 1+0
8 51+4
24 17+7
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6.1.3. Temperatureinfluf3

Zur Temperaturabhingigkeit wurden die Chaetoceros sp.-Kulturen bei Meer-
wassersalinitit und 51 PSU an -1,8 °C angepalBt. Wegen der starken Uberlappun-
gen der Standardabweichungen lieBen sich keine eindeutigen Tendenzen mit sin-

kender Temperatur messen (Tab. 13).

Tab. 13: Vergleich der Prolinkonzentrationen der 34 PSU- und 51 PSU-Stamm-
kulturen von Chaetoceros sp. bei 4 °C und -1,8 °C. Prolinkonzentration in
mol / m?. Dargestellt sind die Mittelwerte (MW) mit Standardabweichung (SD)
(n=4).

Salinitét 4 °C -1,8 °C

[PSU] MW SD MW SD
34 150 20 176 13
51 528 27 453 74
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6.2. Diskussion

6.2.1. Hypoosmotische Bedingungen
Der starke hypoosmotische Schock von 51 PSU auf 17 PSU solite Aufschluf
Ober Konzentration und Verteilung des Hauptosmolyten Prolin in Zelle und Me-

dium im zeitlichen Verlauf geben. Nach 30 min liegt das von den Zellen abgege-
bene Prolin fast vollstindig im Medium vor (ca. 325 mol / m®). Diese starke Ab-
nahme der Prolinkonzentration in den Zellen ist wahrscheinlich auf die verin-
derte Permeabilitat der Plasmamembran aufgrund des osmotischen Schocks zu-
riickzufiihren (Schobert, 1980). Der Ausflul organischer Osmolyte wie Mannitol
und DMSP ins hypoosmotische Medium wurde auch in der Prasinophyceae
Tetraselmis (Platimonas) subcordiformis (Kirst, 1977b; Dickson und Kirst,
1986), Chlorella autotrophica (Laliberté und Hellebust, 1989) und der Diatomee
Phaeodactylum tricornutum (Schobert, 1980) beobachtet und stellt somit keine
Besonderheit der Eisalgen dar. Die abnehmende Gesamtkonzentration deutet
aber schon zu diesem Zeitpunkt auf eine geringe Metabolisierung des Prolins in
den Zellen hin (Abb. 21). Der deutliche Prolinanstieg in Chaetoceros sp. nach
240 min kann als Aufnahme der Iminosdure durch die Zellen angesehen werden.
Spétestens zu diesem Zeitpunkt kann man daher von einer Erholungsphase der
Kulturen ausgehen. Die folgende kontinuierliche Prolinabnahme im Medium, in
den Zellen und in der Gesamt-Prolinkonzentration koénnen als ausbalanzierte
Aufnahmerate aus dem Medium und Einbaurate wahrscheinlich in Proteine bzw.
andere Zellmetabolite interpretiert werden. Der Einbau von Prolin nach einem
Downschock in die genannten Fraktionen wurde fir die Art Cyclotella cryptica
nachgewiesen (Liu und Hellebust, 1976a). Die Schockkulturen von Chaetoceros
sp. wuchsen anschliefend weiter (Daten nicht gezeigt). Chaetoceros sp. hat den
hypoosmotischen Schock von 34 PSU also nicht nur (berlebt; die Art nimmt so-
gar schon nach spatestens 4 h ihren Hauptosmolyten wieder auf und setzt ihn

um.

Der Versuch zur Auslotung der Schockgrofe, ab der Prolin freigesetzt wird, er-
gab einen Schwellenwert zwischen tber 8,5 PSU und unter 12,7 PSU (Abb. 22).
Der MeBzeitpunkt zur Bestimmung der Prolinkonzentration im Medium wurde
mit 30 min nach dem Schock gemiB den Ergebnissen des vorher diskutierten
Versuchs gewihlt.

P. tricornutum und C. autotrophica zeigten ein dhnliches Reaktionsmuster wie
Chaetoceros sp.. Nach 30 min eines abrupten hypoosmotischen Schocks von
1900 mOsm/kg (ca. 65 PSU) auf 770 mOsm/kg ( ca. 26 PSU) gaben P. tricor-
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nutum ca. 70 % des intrazelluldren Prolins (Schobert, 1980) und C. autotrophica
ca. 45 % nach einer hypoosmotischen Belastung von 51 PSU auf 17 PSU ans
Medium ab (Laliberté und Hellebust, 1989). Der Prolinverlust von Chaetoceros
sp. betrug ca. 80 %.

Im Freiland ist jedoch nicht von einem abrupten hypoosmotischen Schock, son-
dern eher von einer allméhlichen Aussiilung wihrend der Eisschmelze auszuge-
hen. Insofern stellt das oben geschilderte Laborexperiment eine Extremsituation
dar, die die Veranderungen im Prolinpool wihrend der hypoosmotischen Bela-
stung verdeutlichen sollte. Eine sukzessive, iiber 20 Schritte in 10 h herbeige-
filhrte, hypoosmotische Belastung von 51 auf 17 PSU fiihrte bei C. autofrophica
allerdings zu keiner Prolinfreisetzung (Laliberté und Hellebust, 1989). Die Rate
der Salinitdtserniedrigung betrug 3,4 PSU / h.

Aus der Antarktis sind Lufttemperaturschwankungen von 10 - 20 °Cin 1 bis 2 d
bekannt, die Temperaturschwankungen von 3 - 5 °C in den oberen Eisschichten
verursachen (Eicken, 1992). Nimmt man 24 h als Zeitspanne der Temperatur-
erhohung an, so ergibt sich folgende Rechnung: Eine angenommene Eistempe-
ratur von z.B. -8 °C ergibt eine Solensalinitdt von 129 PSU (berechnet nach
Assur, 1958). Die Salinitdt sinkt nach einer Temperaturerhdhung von 5 °C auf
53 PSU ab. Es kdme somit, eine gleichmaflige Erwidrmung vorausgesetzt, zu ei-
ner Salinitdtserniedrigung von 3,2 PSU / h. Dieser Wert liegt unter den Schwel-
lenwerten zur Prolinfreisetzung von C. auwtotrophica (> 3,4 PSU) und
Chaetoceros sp. (zwischen 8,5 und 12,7 PSU). Unter natiirlichen hypoosmo-
tischen Belastungen ist aufgrund des ermittelten Schwellenwertes fiir

Chaetoceros sp. deshalb nicht von einem Prolinverlust der Zellen auszugehen.

6.2.2. Hyperosmotische Bedingungen

Die Prolinsynthese nach einer hyperosmotischen Behandlung ist klar lichtabhan-
gig (Abb. 23). Im Dunkeln kommt es nur zu einem minimalen Prolinanstieg.
Ohne Zusatz organischer Substanzen zum Schockmedium kamen mehrere Auto-
ren fir Arten verschiedener Familien zum selben Ergebnis (Liu und Hellebust,
1976¢; Schobert, 1977a; Setter und Greenway, 1983; Laliberté und Hellebust,
1989). Dieses Ergebnis zeigt, dal die Prolinakkumulation NAD(P)H- und ATP-
abhingig ist. Sind diese Reserven erschopft, stagniert die Synthese. Die orga-
nischen Siduren, die in Chaetoceros sp. in betrichtlichen Mengen vorliegen, sind
anscheinend nicht via Citratzyklus und o-Ketoglutarat an der Prolinsynthese im
Dunkeln beteiligt. Im Gegensatz zu den eigenen Ergebnissen konnte diese Betei-
ligung fiir Chlorella autotrophica (Laliberté und Hellebust, 1989) und héhere
Pflanzen (Venekamp et al., 1989) nachgewiesen werden (Kap. 4.2.2.2.).
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Bei marinen Arten liegt keine /ag-Phase hinsichtlich der Prolinsynthese vor, das
Maximum wird nach ca. 2-6 h erreicht (Liu und Hellebust, 1976b; Ahmad und
Hellebust, 1988; Laliberté und Hellebust, 1989; Kirst, 1994). Das Fehlen einer
lag-Phase bei Chaetoceros sp. kann aus dem nahezu linearen Anstieg der Prolin-
konzentration zwischen 0 und 8 h abgeleitet werden. Die oben zitierten Autoren
schlieflen aus dem sofortigen Einsetzen der Synthese auf eine Aktivierung vor-
handener Enzyme. Eine de novo-Synthese von Enzymen wirde an einer lag-
Phase zu erkennen sein. Nach Abb. 23 wird das Prolinmaximum aber erst nach
8 h erreicht, was mdglicherweise zu einer Fehleinschitzung aufgrund fehlender
Zwischenwerte fithrt. Andererseits konnte die vergleichsweise geringe Versuchs-
temperatur von 4°C zu einer Verringerung der Syntheserate gefihrt haben. Da
das Prolinmaximum von der Quantitat der N-Quelle abhingt (Schobert, 1977b),
kann die geringe maximale Konzentration in den Versuchsansitzen wahrschein-
lich auf zu hohe eingesetzte Zellzahlen ohne zusitzliche Nitratzugabe zuriickge-
fuhrt werden. Es lag somit keine Substratséttigung vor. Nitratmangel hat dann
wahrscheinlich wahrend der weiteren Inkubation der Lichtansdtze nach 48 h zur
Prolinabnahme aufgrund von Zellteilungen gefuhrt. Die Zellzahl stieg um 74 %
im Vergleich zur Ausgangszellzahl an (Daten nicht gezeigt). Im Dunkeln blieben

. Zellzahl und Prolinkonzentration nahezu konstant.

Die Prolinakkumulation ist nicht generell das Ergebnis eines hyperosmotischen
Schocks, sondern die Folge eines Salzstresses. Sorbitol verursachte nur eine
geringfugige Erhohung der Prolinkonzentration. Fir Cyclotella cryptica konnte
nachgewiesen werden, daf3 die organischen Osmolyte Mannitol, Saccharose und
Glycerin in hyperosmotischer Konzentration nicht zur Stimulation der Prolin-
synthese fihren (Liu und Hellebust, 1976b). Chaetoceros sp. zeigt auch hier
Ubereinstimmung mit Diatomeen gemiBigter Regionen. Einen ahnlichen Effekt
wie NaCl, das Hauptbestandteil des Meerwassers ist, haben die Salze MgCl, und
Na,80, bei P. tricornutum (Schobert, 1977a): Sie erhéhen mit zunehmender

Konzentration ebenfalls die Prolinkonzentration.

Niedrige Temperaturen (-1,8 °C) erhdhen anscheinend nicht die Prolinkonzentra-
tion (Tab. 12). Dies ware aufgrund der kryoprotektiven Wirkung der Iminosaure
zu erwarten gewesen. Mehrere Arbeiten weisen Prolin die Fahigkeit zur Erho-
hung der Frostresistenz (Withers und King, 1979), zur Aktivitdtssteigerung der
Enzyme beim Wiederauftauen (Carpenter und Crowe, 1988; Galinski, 1992) und
zur Membranstabilisierung zu (Schlee, 1986). Die Eigenschaften gelten auch fiir

einige Zucker, Polyole, Aminosduren und quartire Ammoniumverbindungen.
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Moglicherweise war der Temperaturunterschied von +4 °C zu -1,8 °C nicht grof}
genug, um einen quantitativen Effekt im Laborversuch hervorzurufen. Anderer-
seits konnte die Prolinkonzentration somit als reine Funktion der Salinitdt be-
trachtet werden. Denn verringerte man die Temperatur unter -1,8 °C, gefrore das
Salzwasser (34 PSU) und die Salinitit stiege an. Unter natirlichen Bedingungen
ist somit der Temperaturstre3 untrennbar mit dem Salzstre3 gekoppelt. Wachs-
tumsversuche mit Eisdiatomeen deuten darauf hin, daf} die Salinititstoleranz mit
sinkender Temperatur zunimmt (Aletsee und Jahnke, 1992). Zukiinftige kombi-
nierte Salz-Temperaturexperimente miissen zeigen, ob organischen Osmolyten

dabei eine Funktion zukommt.

Samtliche N-Quellen und auch Glucose fithren zu einer Erhohung der Prolinkon-
zentration gegenuber der N-freien Kontrolle nach einer hyperosmotischen Bela-
stung von 34 auf 51 PSU im Licht (Abb. 24). Daraus ist zu folgern, daf} alle Sub-
stanzen z.T. aufgenommen und umgesetzt worden sind. Im Dunkeln kénnen die
angebotenen Quellen nicht zur Konzentrationserhohung von Prolin verwertet
werden. Aus der Literatur ist bekannt, dal Diatomeen im Licht nur geringe
Mengen an Aminosiduren ans Medium abgeben, aber ein groBles Spektrum an
Aminosduren nutzen kénnen (Flynn, 1990). Der Autor gibt die Reihenfolge der
Nutzung folgendermallen an:

basische (Arg, Lys, Orn) > amidische (Asn, Gln) > saure (Asp, Glu) Aminosiu-

ren.

Moglicherweise ist eine geringe Aufnahmerate von Glu dafur verantwortlich, daf3
Ammonium zur effektiveren Steigerung des Prolingehalts fithrt. Da Nitrat erst in
zwei aufeinanderfolgenden Reaktionen zu Ammonium reduziert werden muB,
fithrt letzteres wahrscheinlich schneller zu einer héheren Prolinkonzentration.
Sollte in Chaetoceros sp. der GS-GOGAT-Weg aktiv sein, fuhrt dies zu einer
hoheren Affinitdt zu Ammonium und damit zur besseren Ausnutzung der N-
Quelle. In der Reaktionsfolge wird zunichst Glu zu Gln umgewandelt. Diese Re-
aktion wird durch die Glutaminsynthetase (GS) katalysiert. Im zweiten Schritt
wird das Gln und a-Ketoglutarat zu Glu von der Glutamin-2-Oxoglutarat-
Aminotransferase (GOGAT) umgesetzt. Dieser Stoffwechselweg ist bei den
meisten Diatomeen aktiv (Marsot et al., 1991).

Das C-Skelett der Glucose fliet im Licht wahrscheinlich mit in die Prolinsynthe-
se ein (Liu und Hellebust, 1976¢). Der Zucker erhoht auBBerdem den Energiesta-
tus der Zelle. Anhand von Freilandproben aus den Infiltrations- und Béndérge-
meinschaften des Weddellmeerpackeises, in denen Diatomeen dominierten,
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konnte - neben dem Einbau von Serin und Glycin - ebenfalls die Aufnahme von
Glucose nachgewiesen werden (Gleitz, 1990). Der aufgenommene Zucker flof
vollstdndig in die Synthese von Polysacchariden, Aminosduren und Lipiden. Im
Starklicht wurde Glucose iiberwiegend in Polysaccharide, im Schwachlicht
(<20 umol Photonen / m? s) in Aminosduren eingebaut. Die Steigerung der
Prolinkonzentration bei Zugabe von Glucose in Chaetoceros sp. steht somit im
Einklang mit den Ergebnissen von Eisalgen und Diatomeen gemaBigter
Regionen.

Wie zu erwarten war, stellt Prolin die effektivste Quelle zur Steigerung der intra-
zellularen Konzentration der Iminosdure dar. Prolin mufl nach der Aufnahme
nicht erst umgebaut werden und kann im Cytoplasma verbleiben.

Moglicherweise hitte eine 30 h Vorinkubation im Dunkeln mit anschlieBender
Acetatzugabe zu einer Prolinerhdhung gefiihrt, wie dies fur Chlorella auto-
trophica nachgewiesen wurde (Laliberté und Hellebust, 1989). Die Autoren be-
griinden diesen Effekt mit der Induktion der Enzyme des Glyoxylatzyklus, beson-
ders der Isocitratlyase, die Isocitrat in Glyoxylat und Succinat Uberfuhrt.
Succinat geht dann in den Citratzyklus und damit in die Aminosduresynthese ein.
AuBerdem konnte eine lange Dunkelinkubation die Heterotrophiekapazitit der
Alge steigern (Palmisano und Sullivan, 1982). Die Daten der Dunkelinkubation
suggerieren eine fehlende Fihigkeit zur Heterotrophie im Dunkeln. Die im Ge-
gensatz zum Licht ausbleibende Erhdhung der Prolinkonzentration im Dunkeln
ist aber nicht unbedingt gleichbedeutend mit einem nicht vorhandenen Hetero-
trophiepotential. So konnten Rivkin und Putt (1987) fiir verschiedene antark-
tische Diatomeen hohe Aufnahmeraten von Aminoséduren im Licht und im Dun-
keln nachweisen. Die Summe der in Proteine, Polysaccharide und Lipide einge-
bauten Aminosduren war dabei deutlich groBer als die Einbaurate in niedermole-
kulare Substanzen. Da diesen Versuchen keine hyperosmotische Belastung vor-
ausging, konnen die Ergebnisse nicht direkt mit denen von Chaetoceros sp.
verglichen werden. Es wire jedoch denkbar, daB die angebotenen organischen
Substrate zwar aufgenommen, aber in andere niedermolekulare Substanzen oder
Reservestoffe als Prolin eingebaut werden.

Chaetoceros sp. kann auch einen hyperosmotischen Schock von 17 auf 51 PSU
mit der anschlieBenden Prolinakkumulation bewiltigen. Vergleichbare N-Quellen
fithren zu Prolinkonzentrationen derselben GréBenordnung wie bei der geringe-
ren hyperosmotischen Belastung von 34 auf 51 PSU (Abb. 25). Aufgrund der
minimalen Ausgangskonzentration von 1 mol / m® Prolin (bei 17 PSU) ist dazu
eine wesentlich groBere Syntheserate erforderlich. Dall die Kontrolle
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(Mediumnitrat-Konzentration von 0,882 mol / m?®) zu héheren Prolinwerten fuhrt
als das angebotene Glutamat, kann mit der oben beschriebenen geringfiigigen
Aufnahme der Aminosdure erklirt werden. Fiir den Abfall der Prolinkonzentra-
tion nach Zugabe von Ammonium im Dunkeln liegt keine hinlangliche Erklarung
vor.

Die Ergebnisse nach einer 7 d N-freien Inkubation deuten auf eine verringerte
Aufnahmefdhigkeit und / oder Verwertung der N-Quellen zur Prolinsynthese der
Algen hin (Abb. 26). Nitrat und Glutamat verursachten keinen héheren, Ammo-
nium und Glycin nur einen gerinfiigig gréferen Prolinanstieg als die N-freie Kon-
trolle. Es werden in keinem Fall die absoluten Prolinkonzentrationen nach dem
hyperosmotischen Schock bei Vorinkubation unter Standardbedingungen
(17 PSU) erreicht. Der Kontrollwert von ca. 65 mol / m* a3t auf die Mobili-
sierung von Prolin aus Reserveproteinen oder die Umwandlung freier Amino-
sduren zu Prolin schlieBen. Nur die Zugabe von 2 mol / m® Prolin fithrt zum
Erreichen des fir die Langzeitinkubation im Dunkeln konstatierten
“Prolinminimums" von 200 mol / m* (Kap. 5.). Nach langem Stickstoffmangel ist
die Eisalge daher nicht in der Lage, eine addquate Prolinsynthese als
StreBreaktion zu gewdhrleisten. Sie ist dann vermutlich auf die Aufnahme von
Tonen zur Aufrechterhaltung des osmotischen Potentials angewiesen. Die wirden
wiederum unweigerlich zur Inhibition des Wachstums fuhren (Munns et al.,
1983).

Die skophysiologische Bedeutung organischer Substrate und die Steigerung der
Heterotrophiekapazitit im Dunkeln fur Eisalgen mag bezweifelt werden. Die
fehlende Dunkelheterotrophie und die lichtabhidngige Prolinsynthese von
Chaetoceros sp. lassen den Schluf} zu, daB die Art auf eine Salinitatszunahme der
Sole im Dunkeln, verursacht durch die tiefen Temperaturen im antarktischen
Winter und die Schneeauflage des Packeises, nicht mit der Akkumulation von
Prolin reagieren kann. Die Ergebnisse dieser Arbeit, der von Bunt und Lee
(1972) und Palmisano und Sullivan (1983) zur Langzeit-Inkubation im Dunkeln
zeigen, daB die Eisdiatomeen nicht von organischen Substraten zum Uberleben
im Winter abhingig sind. Der Aufnahme von Aminosduren mag eine
unterstiitzende Funktion fiir das heterotrophe Wachstum wihrend des langen
antarktischen Winters zukommen (Rivkin und Putt, 1987). Diese unterstiitzende
Funktion gewinnt an Bedeutung, wenn der Bakterienbiomasseanteil der
Eisgemeinschaft sehr klein ist. Die Bakterien besitzen ein gunstigeres Oberfliache
/ Volumen-Verhiltnis als Diatomeen und wiren den Algen, im Fall der
Konkurrenz um Substrate, iiberlegen. Die Bakterienbiomasse wird mit nur ca.
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1% der Eisgemeinschaften angegeben (Kottmeier et al., 1987). Die Bak-
terienkonkurrenz der Eisalgen ist somit gering und ein vorhandenes Dunkel-He-
terotrophiepotential wéire von Vorteil.

Besonders bedeutend konnte die Fihigkeit zur Aufnahme organischer Substrate
wihrend des Einschlusses der Algen ins Eis sein. Dort liegen moglicherweise
durch mechanische Zerstérung groBer Diatomeen (Gleitz und Thomas, 1993) wie
z.B. Entomoneis (Amphiprora) kufferathii groBere Mengen an Substrat vor. Im
Licht (ohne Schneeauflage) kénnten kleinzellige Arten wie Chaetoceros sp. von
den dann vorliegenden Substraten profitieren. Dabei kime der Iminosiure Prolin,
als Hauptosmolyt der Diatomeen, eine besondere Rolle zu, weil die Bacillario-
phyceae im Eis dominieren. Das Heterotrophiepotential kénnte somit gerade im
Herbst bei beginnender Packeisbildung von Bedeutung sein.
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7. Zusammenfassung und SchluBifolgerungen

Mit den Eisdiatomeen Chaetoceros sp. und Navicula sp. wurden Laborexperi-
mente zur Salztoleranz, zur Verdnderung der Osmolytkonzentrationen wéhrend
Langzeit-Dunkelinkubationen und zum Prolinstoffwechsel durchgefiihrt.

Hinsichtlich der Wachstumsraten weist die pennate Art Navicula sp. im unter-
suchten Salinitdtsbereich von 17 bis 51 PSU keine Beeintrichtigung durch die
Anderung der Salinitat auf (Tab. 14). Sie ist daher im Starklicht als salztolerant
zu bezeichnen, wie dies fur mehrere Eisalgen bereits nachgewiesen wurde. Die
Wachstumsraten der zentrischen Art Chaetoceros sp. sinken nur bei 50 pmol
Photonen / m? s mit ansteigender Salinitdt, wihrend sie im Schwachlicht (5 pmol
Photonen / m? s) nahezu konstant bleiben. Der Salzeffekt ist also nicht im
Schwachlicht zu messen. In Bezug auf das Wachstum kann daher nicht von unab-

hangigen Einfliissen von Licht und Salinitdt ausgegangen werden.

Tab. 14: Verdnderungen der Mefgrofen mit ansteigender Salinitit in Abhén-
gigkeit von der Lichtintensitit. + = Zunahme, o = keine Tendenz
(gleichbleibend), - = Abnahme, k.D. = keine Daten, n.v. = nicht vorhanden,
Lichtintensitat in pmol Photonen / m? s. Die Osmolyte in Klammern geben die
Hauptvertreter der Substanzgruppe an, auf die sich auch die Angaben in der Ta-
belle beziehen.

Chaetoceros sp. Navicula sp.
Lichtintensitit: 50 5 50 5
Wachstumsrate - 0 0 k.D.
Populationsdichte + + 0 k.D.
Zellvolumen - o + k.D.
Vakuole 0 k.D. o k.D.
Schale 0 k.D. 0 k.D.
Ionen (K%) + + o +
Prolin + + + +
restliche Aminosiuren 0 + 0 +
(Glutamat)
organische Sduren 0 - 0 +
Homarin + + +
DMSP n.v. n.v. + +

Photosynthesekapazitit - - - -

Fir die Veranderungen des Zellvolumens ergibt sich ein dhnliches Bild: Wahrend
es bei Navicula sp. im Starklicht mit zunehmender Salinitat leicht ansteigt, sinkt
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es bel Chaetoceros sp., um im Schwachlicht keinen nennenswerten Effekt mehr
zu zeigen. Der Salzeffekt besteht auch beziiglich des Zellvolumens nur im Stark-
licht.

Im Gegensatz dazu steht die Zunahme der Populationsdichte von Chaetoceros
sp. mit ansteigender Salinitdt unter beiden Lichtintensititen. Somit sind die
SchluBfolgerungen von Arrigo und Sullivan (1992), die von unabhingigen und
multiplikativen Wirkungen von Licht, Temperatur und Salinitdt auf Photosyn-
these und Wachstum ausgehen, weder génzlich abzulehnen, noch zu bestétigen.
Der aufgrund von Photosyntheseeffizienz und maximaler Photosyntheseraten
postulierte multiplikative Effekt von Salinitdt, Temperatur und Licht mag még-
licherweise generell fur die Photosynthesecharakteristika der Eisalgen gelten.
Hinsichtlich der Effekte von Licht und Salinitat auf Wachstum und Zellvolumen
von Chaetoceros sp. trifft er nicht zu. Unter okologischen Gesichtspunkten
konnte dieses Ergebnis und die nahezu unverinderte Wachstumsrate bei 17 PSU
als Erklarung fir den "Erfolg" der planktischen Form bei der Wiederbesiedlung
der Wassersdule im Frithjahr angesehen werden.

Den geringfiugigen Verinderungen der Schalen-, Vakuolen- und Cytoplasmaan-
teile am Gesamtzellvolumen kommt keine Funktion bei der Anpassung der Arten
an unterschiedliche Salinititen zu. Aufgrund der Kompartimentuntersuchungen

konnen beide Arten als cytoplasmareich charakterisiert werden.

Als Hauptosmolyte konnten K*, Prolin und eine nicht identifizierte organische
Sadure, mit dhnlicher Leitfahigkeit und Retentionszeit wie Acetat, bestimmt wer-
den. Wihrend hohe Konzentrationen organischer Sduren bisher fir Diatomeen
nicht publiziert wurden, stimmen die Ergebnisse der anderen beiden Osmolyte
gut mit Befunden von Diatomeen gemdBigter Breiten uberein. Den organischen
Sauren kommen wahrscheinlich die Funktionen als organische Anionen (statt ho-
her Cl-Konzentrationen) und als leicht verfigbare C-Quelle (unter ausreichender
Lichtintensitat) zu. In erheblich geringerer Konzentration konnte die quartire
Ammoniumverbindung Homarin erstmals in Eisalgen nachgewiesen werden. Da
die Konzentration dieser Verbindung ebenso mit der Salinitdt anstieg wie die der
Hauptosmolyte K* und Prolin, kann méglicherweise von einer Funktion als kom-
patible Substanz ausgegangen werden. DMSP, das bei Eisalgen bisher nur fir
Nitzschia lecointei nachgewiesen wurde (Sasse, 1993), konnte in der vorliegen-
den Arbeit nur in Navicula sp. bestimmt werden. DMSP gilt nicht nur als ver-
tragliche Substanz, sondern besitzt als biogene Vorstufe zur Bildung von Kon-

densationskernen in der Atmosphire klimarelevante Bedeutung.
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Neben dem schon oben beschriebenen Prolin konnte ein ganzes Spektrum von
Aminosduren gemessen werden, die jedoch in geringen Konzentrationen in den
Zellen vorlagen. Glutamat stach dabei als Hauptaminosdure heraus, ohne daf
damit fur Eisalgen eine spezifische Eigenschaft hergeleitet werden kann,

Die zunehmende Zellzahl, die mikroskopische Kontrolle der Zellen und die Werte
der Photosynthesekapazitit wihrend der Dauer der Dunkelversuche dokumentie-
ren nicht nur das Uberleben, sondern sogar ein geringes Wachstum der Algen
unter LichtabschluBl (Tab. 15). In den im Schwachlicht vorinkubierten Ansédtzen
zur Langzeitinkubation im Dunkeln nahm die Prolinkonzentration stdrker ab als
die Populationsdichte zunahm. Prolin kommen daher mdéglicherweise auch die
Funktionen als N-Quelle und Atmungssubstrat im Dunkeln zu. Da die Prolinkon-
zentrationen nur bis zu einem salinititsabhingigen Minimum abnahmen, kann
wihrend der Dunkelinkubation von einem Aufzehren eines schon unter Umge-
bungssalinitit akkumulierten "Proliniiberschusses" ausgegangen werden. In dem
im Starklicht vorinkubierten Navicula sp.-Ansatz hingegen blieben Homarin und
DMSP konstant, wihrend die Populationsdichte, die Prolinkonzentration und die
Photosynthesekapazitit kontinuierlich abnahmen. Dem Licht kann somit eine

metabolische Steuerungsfunktion beigemessen werden.

Tab.15: Ubersicht tber die Veranderungen der verschi8denen MeBgréflen nach
einer bis zu 84-tdgigen Langzeitinkubation im Dunkeln. Die Lichtintensitat wah-
rend der Vorinkubation betrug 50 bzw. 5 pmol Photonen / m? s. Die Kennzeich-
nungen in den Spalten gelten fir 34 und 51 PSU. k.D. = keine Daten. n.v. =
nicht vorhanden. +/- = bis 14 d Anstieg, dann Abfall bis zum Ende der Versuchs-
dauer. * = nur 34 PSU-Ansitze,

Chactoceros sp. Navicula sp.
Lichtintensitit: 5 50%* 5
Populationsdichte + - +
Photosynthesekapazitit +/- - k.D.
Prolin - - -
Homarin k.D. 0 k.D.
DMSP n.v. 0 k.D.

Unter hypoosmotischen Bedingungen konnte ein Schwellenwert (S) von 8,5 PSU
< § < 12,7 PSU, ab dessen Uberschreiten Prolin aus den Zellen ins Medium ab-
gegeben wird, konstatiert werden. Unter Freilandbedingungen sind beim allmih-
lichen Schmelzen des Packeises keine groBeren abrupten hypoosmotischen
Schocks zu erwarten, so daB sich Chaetoceros sp. beim Winter-Frihling-Uber-

gang wahrscheinlich den Hauptosmolyten zunichst "erhdlt", um ihn dann in an-
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dere Zellsubstanzen umzuwandeln. Wird die Art abrupten hypoosmotischen Be-
dingungen ausgesetzt, gibt sie zunichst groe Mengen von Prolin ans Medium
ab, um es dann nach spitestens 4 h wieder aufzunehmen (Abb. 27). Der Umbau
des intrazelluliren Prolins in andere Metabolite bzw. Proteine beginnt wahr-
scheinlich schon nach ca. 1 h. Die Art ist daher tolerant gegeniiber starken hypo-
osmotischen Schocks, die in der Intensitdt vermutlich unter natiirlichen Bedin-

gungen nicht anzutreffen sind.

Zelle | —X2in___

sofort
hypoosmotischer
P

Medium

. kS'C':hO:Ci:}:PSU Prolin <ih
(SchockgroBe: D + Erolin
s4h

Abb. 27: Modell zur Verteilung von Prolin in Zelle und Medium nach einer hypo-
osmotischen Belastung von 51 auf 17 PSU (Schockgrof3e: 34 PSU) im zeitlichen
Verlauf.

Die Experimente zur Prolinakkumulation nach einer hyperosmotischen Belastung
zeigen, dafl die Prolinsynthese in Chaetoceros sp. lichtabhingig ist (Abb. 28). Im
Dunkeln werden sehr wahrscheinlich die noch vorliegenden intrazelluldren Reser-
ven an ATP und Reduktionsidquivalenten (NAD(P)H) aufgebraucht, bevor die
Prolinsynthese stagniert. Auch die Zugabe von verschiedenen N-Quellen bzw.
Glucose bewirkt keine Steigerung der Prolinkonzentration im Dunkeln gegeniiber
der Kontrolle. Im Licht hingegen fiihren alle angebotenen organischen Substrate
zur erhéhten Prolinsynthese im Vergleich zur Kontrolle. Unter N-Mangelbedin-
gungen verursacht nur Prolin eine deutliche Steigerung der intrazelluldren Kon-
zentration der Iminosdure. Es kann bei dieser Art also von einer Photoheterotro-
phie und nicht von einer Dunkelheterotrophie ausgegangen werden. Chaetoceros
sp. kann einer Salinititserhohung im Dunkeln, wie sie unter natirlichen
Bedingungen in den Solenkanilen und -kavernen auftreten kann, nicht mit einer

Steigerung der Prolinkonzentration begegnen.
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Abb. 28: Prolinkonzentration von Chaetoceros sp. nach einer hyperosmotischen
Belastung in Abhangigkeit von der N-Quelle bzw. Glucose im Dunkeln und im
Licht. Die Dicke der Pfeilspitze symbolisiert die Intensitdt der Prolinakkumula-
tion. Die 7-tdgige N-freie Inkubation fand im Licht (50 pmol Photonen / m? s)
vor dem Salzschock statt. AS = Aminosduren, Gluc = Glucose, Prolinkonz. =
Prolinkonzentration.

Abschliefiend 146t sich folgern, dafl die zentrische Eisdiatomee Chaetoceros sp.
auf unglnstige abiotische Bedingungen wie erhohte Salinitdt und verringerte
Lichtintensitdt mit Reduktion des Stoffwechsels reagiert. Die eigenen Untersu-
chungen zeigen, daB3 sie sowohl Wachstum als auch Zellvolumen verringert. Aus
der Literatur ist bekannt, dafi Chaetoceros sp. die Photosyntheserate unter nied-
rigen Temperaturen konstant hialt, die Respiration einschrinkt und insgesamt
durch eine effizientere C-Assimilation charakterisiert ist (Thomas et al., 1992).
Die Art kann lange Dunkelheit, wie sie im antarktischen Winter vorherrscht,
ohne Dunkelheterotrophie iiberleben. Die einzelnen Anpassungsmechanismen von
Chaetoceros sp. wurden auch in Algen temperierter Regionen gefunden. Der
"Erfolg" dieser Art sowohl in der Wassersdule als auch im Eis ist wahrscheinlich
aus der Summe bzw. Kombination der Anpassungsméglichkeiten abzuleiten.

Navicula sp. hingegen schrinkt unter Starklicht und erhohter Salinitit weder
Wachstum noch Zellvolumen ein. Sie zeigt ein dhnliches Uberlebensmuster im
Dunkeln wie Chaetoceros sp.. Unter Schwachlicht neigt die Art jedoch zur Gal-
lertbildung und macht sich damit fiir quantitative Untersuchungen unzugéinglich.
AuBerdem setzt die Gallertbildung schon bei geringer Zelldichte ein, so daB die
Ermittlung von Wachstum und Populationsdichte aufgrund der Zellzahlbestim-
mung unméglich wird. Uber die Funktion des Polymers ist bisher wenig bekannt.
Maglicherweise stellt es einen FraB3schutz oder einen Schutz gegen Verdriftung

durch Stromungen dar (Hoagland et al., 1993),
Ausblick: Zukunftige Untersuchungen sollten den experimentellen Nachweis der

Lokalisation von Prolin im Cytoplasma zum Ziel haben. Moglicherweise bietet

die intrazellulire Markierung der Iminosdure mit Fluoreszenzfarbstoffen einen
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methodischen Ansatz. Auch wenn die "Indizien" zur cytoplasmatischen Lokalisa-
tion von Prolin groB sind, wire ein eindeutiger Nachweis in vivo an einem geig-
neten Objekt (groBizellige Diatomee) wiinschenswert. Die vorliegende Arbeit ist
als Einstieg in die Aufkldrung der Salztoleranz unter verschiedenen Lichtbedin-
gungen bei Eisdiatomeen zu verstehen. Zum umfassenderen Verstindnis der An-
passungsmechanismen von Eisalgen an ihren extremen Standort muf3 die Tempe-
ratur als weitere Variable beriicksichtigt werden. In kombinierten Salz- und
Temperaturexperimenten konnte die Frage geklart werden, ob eine multiplikative
Wirkung besteht oder nicht.
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