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Dynamics and Persistence of a Microbial

Predator-Prey System in Laboratory Cultures

Abstract

The dynamics of microbial predator-prey sysiems have been studied exiensively by
experiments and mathematical models for more than 20 years. Confrontation of
experimental results with predictions from mathematical models revealed that
interactions and mechanisms that determine the population dynamics are considerably
more complex than was first expected. For example a contrasting experimental result
was the stability and persistence of the system in laboratory cultures where large
numbers of prey coexist with large numbers of active predators.

The experiments reported in this work were undertaken using the ciliated protozoan
Tetrahymena thermophila to represent the filter feeding predator and Escherichia coli
as the bacterial prey source. Both were cultivated aerobically in carbon limited
stationary cultures. The experiments have shown that beside ihe predatory interaction of
these populations, carbon sources were recycled and thus bacterial growth partially
compensated feeding pressure. It is suggested that these two mechanisms - predation
and nutrient cycling - are sufficient to explain the stability of the predator-prey system:.

Growth kinetics of the bacteria feeding upon nutrients released mainly by the ciliates
were assessed. In addition, growth of the bacteria on different substrates and effects of
culture techniques were analysed in detail. Later, the division and feeding kinetics of
the protozoa were recorded and described as mathemarical functions. This yields an
astonishing result namely - the functional response of ihe protozoan could not be
described by a hyperbolic saturation function (Holling type II) as is usually believed.
Tetrahymena seemed to adopt its uptake rate according to changing prey density in two
{or more) steps showing a sigmoidal function at low prey densities. In addition, the
population density of predators negatively affects the uptake of its bacierial food.
Behavioural changes of Teirahymena may explain these phenomena.

The experimental results were summarized in a model of ordinary differential
equations to describe the population dynamics of the system. Simulations showed that
the stability of the predator-prey system mainly depends on the feeding behaviour of the

-predator. Nutrient cycling is less important but keeps the bacteria in a physiological

__active state..




A sensitivity analysis showed that the model predictions do not change qualitatively
if starting conditions or parameter values were altered. Thus there is now the possibility
to explain a series of experimental results from this and previous works dealing with
stationary and continuous cultures and sometimes with other microbes.

This work emphasises the immense importance of adaptation and behavioural
plasticity population dynamics not only of metazoan but also of microbial communities.
In borderline situations especially, specific adaptation will cause more stability and
coexistence of a predator and its prey as in the experiments documented here.
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Abkiirzungen VII

Abkiirzungen

Neben einer Reibhe gebriuchlicher Abkiirzungen, Mafleinheiten (imeist SI-Einheiten) und
Symbolen fiir chemische Elemente wurden die folgenden Kiirzel in der Arbeit verwendet:

Abb.
Baki.-

Spez.

Anzahl

Abbildung(en)

Bakierien

Koloniebildende Einheiten, colony forming units, Lebendkeimzahl
Differentialgleichung(en)

gelbster organischer Kohlenstoff, dissolved organic carbon
Trockengewicht, dry weight
Ethylendinitrilotetraessigsiure (Chelator)

Glucose

Glucoseoxidase

Herausgeber

Literatur(stellen)

Orifice, Kapillare (Mefitechnisches Zubehir zur elektronischen Partikelzihiung)
Peroxidase .

Sumime der Fehlerquadrate, residual sum of the squares

| spezifisch(e)
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Symbsle

Symbole

Aufgrund der Vielzahl der verwendeten Symbole wurden sie in Symbolgruppen unterteilt:
Symbole fiir unskalierte Gleichungen mit den Orginalparametern, Symbole fiir skalierie

Gleichungen und hiiufig verwendete Indices.

Symbole in unskalierten Gleichungen

CHE A e

=)
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Konstanten der Teilungskinetiken der Réunber

Beutepopulation -> Bakterien

(unterer) Schwellenwert der Beutepopulation -> Bakierien

(oberer) Schwellenwert der Beutepopulaiion -> Bakierien

Réuberpopulation -> Ciliaten (auch als Index)

minimales teilungsfihiges Zellvolumen der Réuber

Differential; spezifische Absterberate

Durchflufirate

Durchflufirate, die der maximal moglichen spezifischen Netio-Wachstumsrate
eines Grganismus in kontinuierlicher Kultur entspricht

Nettoertrag

clearence rate, spezifische Filirationsrate der Ripher

kinetischer Gewichtungsfaktor fiir den EinfluB der Riuber- bzw. Beutepopulation
auf die Aufnahmerate der Beute bzw. Umsetzungsrate eines Substrates

enazificnhe Warhotiimerata
O idllobiliv TF GuilSLulilo: Gl

spezifische Frefirate
Kinetische Konstante fiir das Wachstum der Beutepopulation
apparenter K-Wert bei unvollkommener Durchmischung der Kultur

Kinetische Konstanie fir das Wachstum der Beuicpopulation in glucose-
dquivalenten Mengen

kinetische Konstanten fiir die Hemmung der Umsetzung eines Substrates durch
ein anderes

Kinetische Konstante filir das Wachstum oder den Fral3 der Rduberpopulation
Konstantie

Konstante

Beutepopulation -> Partikel (auch als Index)

(unterer) Schwellenwert der Beutepopulation -> Partikel

Substratkonzentration
Konzenfration autochthoner Substrate




Symbele X

2 Konzeniration allochthonen Substirates

D Zulaufsubstratkonzeniration

t Zeit

T Zeitraum

Th handling time fiir Beutebegegnung

The handling time fiir Riuberbegegnung

Ts Suchzeit

u spezifische Frefirate

Umax maximale spezifische Frefrate

A" Reaktorvoiumen

Vi Reaktor-interner Volumenstrom

Vo Volumenstrom

X eine Organismenpopulation

Y Ausbeutekoeffizienten fiir Organismen (Yield)

Yg gemessener Yield (nach PIRT, 1975)

Z Ausbeutekoeffizienien fiir autochthone Substrate

o Anteil eines abgesuchten Habitats; Faktor der gesamien Glucoseumsetzung
o spezifischer (pro Beutequantum) abgesuchter Arealanteil

B Quote der ingestierten Beute; Anteil der direkten Umsetzung von Glucose zu

autochthonem Substrat

¥ spezifische Verlustrate (Lysis, Grundstoffwechsel)

A Gewichtungsfaktor fiir den EinfluB eines Subsirates auf die Umsetzung eines
anderen

u spezifische Wachstums- oder Teilungsrate

Wimnax maximale spezifische Wachstums- oder Teilungsrate

o Uifsetweri der spezifischen Wachstumsraie

eff spezifische Brutiowachstums- bzw. Bruttoteﬂungsraten

£ Gewichtungsfakior fiir alternative Substrate in Wachstumskinetiken

Symbele in skaiierten Gleichungen

Ausheutekoeffizienten fiir autochthone Substiaie
Differential; Durchflufirate

f kinetischer Gewichtungsfaktor fiir den Einfluf der Riuber- bzw. Beutepopulatlon }

auf die Aufnahmerate der Beute bzw. Umsetzungrate eines Substrates
k Kinetische Konstante fiir das Wachstum der Beutepopulation




X Symbole

k; kinetische Konstanten fiir die Hemmung der Umsetzung eines Substrates durch
ein anderes

1 Kinetische Konstante fiir das Wachstum oder den Fra8 der Réuberpopulation

p spezifische Verlustraten

a Konstanten der Teilungskinetiken der Riuber

r spezifische Frefirate

Tmax maximale spezifische FreBrate

Tmaxy maximale spezifische Wachsiumsrate der Beute

S0 Basissubstratkonzentration der Skalierung

X Réuberpopulation -> Ciliaten (auch als Index)

v minimales teilungsfihiges Zellvolumen der Riuber

y Beutepopulation -> Partikel (auch als Index)

Yo (unterer) Schwelienwert der Beuntepopulation -> Partikel

Z Substratkonzentration

Zy Konzentration autochthoner Substrate

Z Konzentration allochthonen Subsirates

D Zulaufsubstratkonzentration

o Faktor der gesamten Glucoseumsetzung

T Zeit

Indices

f bezogen auf die FreBrate

N Anzahi

v Zellvolumen

Nv Biovolumen (= Anzahl ¢ Zellvolumen)

z bezogen auf die Wachstumsrate der Beute

i,2 .. Numerierung zur Unterscheidung verschiedener Xonstanten mit prinzipiell

gleicher oder dhnlicher Funktion




1 Hinleitung |

Diese Arbeit widmet sich der Analyse der Dynamik der Riuber-Beute-Beziehung zweier
mikrobieller Organismen in Laborkulturen. Die Dynamik dieses "einfachen" Systeins ist nun
seit mehr als 20 Jahren Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen,

Im Rahmen dieser Einleitung soll zunéchst in die Fragesteliung der Arbeit eingefiihri und
anschlieBend der Bogen von den vernetzten Wechselbeziehungen der Mikroorganismen in
natiitlichen Okosystemen hin zum artifiziellen Mikrokosmos der Laborkultur und seiner
Analyse gespannt werden. Viele na.t[irliche Einfliisse sind im letzieren ausgeklammert, aber
dadurch wird der Blick auf die detailliertere Untersuchung bestimmier Wechselbezichungen
fokussiert, die, wieder tiberiragen auf komplexere Ebenen, von Bedeutung sein konnen.

Die Arbeit gliedert sich im weiteren in einen Teil, der das Wachstum der Beutepopulation
beschreibt, analysiert und diskutiert (Kap. 3) und einen Abschnitt, der sich dem Wachstum
der Riuberpopulation widmet (Xap. 4). In Kapitel 5 wird mit den experimentellen Daten und
Literaturangaben ein mathematisches Modell des Riuber-Beute-Systems entworfen und
analysiert. In Kapitel 6 wird eine zusammenfassende Diskussion der Ergebnisse der Arbeit
gefiithri. Die wichiigsten Ergebnisse werden in Kapitel 7 zusammengefaBt. Die
Anhangskapitel bieten zu verschiedenen Fragestellungen weitere Details und Informationen.

1.1 Arbeitsansatz

i.1.1 Fragestellung
Es wird die Dynamik eines mikrobiellen Riuber-Beute-Systems, besichend aus dem
Ciliaten Tetrahymena thermophila und dem Bakierium Escherichia coli, in stationiiren,
kohlenstofflimitierten Laborkuituren untersucht. Wesentliche Mechanismen sollen durch
Interaktion von Experiment und mathematischer Modellierung und Simulation identifiziert
und quantitativ dargestellt werden. Es ist ein Modell des Riuber-Benie-Systems zn
entwickeln, das die fiir wesentlich erachteten Komponenten bzw. Mechanismen beriick-
sichtigt. Die Experimente ermdglichen es, notwendige Parameter zu guantifizieren.
. Die Kapitel 1.2 bis 1.4 verdeutlichen, daB mikrobielle Rduber-Beute-Systeme Bestandieile
aller Okosysteme sind und u.U. erheblichen EinfiuB auf deren Dynamik und
Leistungstéhigkeit haben. Die Beschreibung der Wechselwirkungen zwischen Organismen ist
‘selbst ‘in 'definierten Laborkulturen oft nur qualitativ mdoglich. Nahrungsselektion,
Nihrstofftransfer und -recycling durch Protozoen mdgen vor dem Hintergrund der giftigen
Algenbliiten in Meeren und Seen, der Bodenfruchtbarkeit und der Reinigungsleistung von
'_Kléiranlagen und Vorflutern bedeutende Prozesse sein, dic jedoch bislang kaum
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Laborexperimente konnen selektive Einsichten in Zusammenhinge von mikrobiellen
Biozdnosen geben. Sie sollten einen einfachen Zugang zu komplexen Systemen erffnen. In
dieser Arbeit wurde daher versucht, Experiment und mathematische Modellierung
weitgehend zu parallelisieren und den Aufwand an MeBtechnik und Modellierung auf einen
angemessenen Rahmen zu begrenzen.

Nicht alle zur Modellierung notwendigen Informationen konnten aus eigenen
Experimenten gewonnen werden. So wurde teilweise auf Literaturangaben zuriickgegriffen (s.
1.2-1.4). So liefl sich ein Modell entwickeln, das die moglichen Wechselwirkungen der
Organismen und Prozesse in einer Laborkultur darstellt (Abb. 1.1).

Ciliaten ——b
= 3

unbelebte .
Partikel, geldste, Toxine
nicht == yerweribare inhibitoren
verwertbare ! C-Quellen ¢

p‘%ﬁeé %ni

Bakierien

me ria
II'\ Femom oLl
uyllaliu Vi

t-]

Abb. 1.1; Mdgliche blogene Wechselwirkungen zwischen Cillaten (2
Ba !—:‘i"r ien {z.B. Lscherichia col) und autcchthonen Systemkomponant
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Wachstumslimitierende Nihrstoffe (der Bakterien) waren Kohlenstoffverbindungen. Das
Nghrmedium wurde zu diesem Zweck optimiert (s. SAMBANIS, 1985). Es stellie ein starkes
Puffersystern dar, so daf die Kulturen unbeeinflufit von pH-Weri-Schwankungen blieben.

Ausgehend von fritheren Versuchen und Modellierungsansitzen zu diesem Laborsystem
(s 1.4) wurden zwei Arbeitshypothesen formuliert, die experimentell erarbeitet und im
.. Modell bestiitigt werden sollten (s.a. Anhang B):

. © Die Dynamik des hier betrachteten Baich-Systems (1.3.3.3) resultiert im

7o

wesentlichen aus dem Lusammensplei einer &gmomen Frefkinetik (L functional
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response Holling Typ III, Tab. 1.4) und dem Wachstum der Bakterien auf
ciliatenbiirtigen Substraten (1.2.4.5)
® Zellieilungs- und Biomassewachstum miissen als inéiquivalente Prozesse betrachiet
und modeliiert werden (HAMILTON & PRESLAN, 1976; SWIFT et ¢l., 1982; MURRAY
& KIRSCHNER, 1991)
Mit diesen Arbeitshypothesen ist auch die Frage verbunden, welches Gewicht den einzelnen
Systemkomponenten fakiisch zukommt.

Einfliisse von Exoenzymen und unbelebten Partikeln wurden vernachléssigt. (Exoenzyme
vergrdflern den Pool verfiigharer Kohlenstoffquellen (C-Quellen). Im einfachsten Fall
wiirden sie annihernd proporiional zur Organismendichie gebildes. Damit lieBe sich ihr
Einfluf in den Freiseizungsraten autochthoner Substrate erfassen, Unbelebte Partikel stellen
einerseits ein Reservoir von Nihrstoffen dar, andererseits sind sie zugleich poientielle
Nahrung fiir Tetrahymena. SAMBANIS (1985) zeigte, dafi der Einfluf} der Partikel auf die
Dynamik dieses Systems gering ist. Die Rolle der unbelebten Partikel als Nihrstoffreservoir
kann ebenfalls im kurz- und mittelfristigen Rahmen vernachldssigt werden: Rasch Iosliche
und verfiigbare Bestandteile kiénnen direkt dem Pool geldster, autochthoner Niéhrstoffe
zugerechnet werden. Depoteffekte sind nur dann bedeutend, wenn die Organismen nur noch
geringe Mengen an direkt verfiigbaren Nihrstoffen ausscheiden.)

Die fiir das Wachstum der Bakterien verfiigbaren C-Quellen wurden nicht direkt
gemessen, da dazu eine aufwendige Nachweismethodik notwendig gewesen wire. Sie wurden
summarisch zusammen mit refraktiren, geldsten organischen Verbindungen als geldster
organischer Kohlenstoff (DOC) erfaBit. Der gemessene DOC gibt also eine Obergrenze
organischer C-Quellen an. Der verflighare Anteil wurde in gesonderten Versuchen indirekt
ermittelt.

Die Aufnahme gelOster organischer Verbindungen durch Tesrakymena ist ebenfalls meist
unbedeutend (GLASER, 1984, 1988) und wurde nichi untersuchi.

' Das in dieser Arbeit untersuchte System hatte letzelich die in Abbiidung 1.2 dargesielite
Strukeur, GemiR der Arbeishypothese enthilt es die wesentlichen Systemkomponenten. Die
Gegeniibersiellung von Modell und Experiment erméglicht eine Aussage, inwieweit die
hypothetischen Annahmen diec Dynamik vonr mikrobiellen Réuber-Beute-Systemen (s. 1.3.3.3,
5.4) erkliren konnen. ' ' o |
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Ciliaten

Toxine
inhibitoren

Y 4
Bakterien ———p

Abb. 1.2: Bedeuiende Wechselbeziehungen und biogene EinfluBfakioren auf die Dynamik in der
untersuchten Laborkultur.

1.1.2 FEigenschaften der eingesetzten Organismen

1.1.2.1 Tetrahymena thermophila

Tetrahymena thermophila ist als ein Vertreter der Gattung Tesrahymena zu sehen, wovon
bereiis viele Siimme untersucht wurden. Die "exakie” taxonomische Gliederung der Gattung
wird noch diskutieri (ELLIOTT 1577, HARRISON & CORLISS, 19%1).

Teirahymena besitzt eine birnenformige, jedoch variable Gestalt (s. Abb, 1.3). Eine Zelle
ist ca. 30-100 pm lang (Zellvolumina von 700 um3 bis 65000 um3). Der Korper ist mit 23
Cilienreihen (Kinetiden) {iberzogen, die einerseits der Fortbewegung dienen, andererseits
zusammen mit der Ciliatur des Mundfeldes einen Fliissigkeitssirom zur Filtration der
Nahrung erzeugen. Anterior liegt das Mundfeld mit dem etwas vertieften Cytostom-
Cytopharynx-Komplex und spezialisierter Ciliatur: einer undulierenden Membran und 3
Membranellen. Vom Cytopharynx werden Nahrungsvakuolen abgeschniirt. Sie durchlaufen
anschlieBend einen Digestitionszyklus. Unverdaute Nahrungsreste werden am Cytoproct am
-posterioren Ende der Zelle ausgeschieden.

Die Organellen der Zelle enisprechen denen heterotropher acrober Eukaryonten mit

Golgiapparat, ER, Mitochondrien, Lysosomen, kontraktiler Vakuole usw.. Bei Teirahymena
“thermophila tritt Kerndimorphismus auf: ein vegetativer Makronucleus und zwei generative

Mikronuclei. Damit wire neben der ungeschlechtlichen dquifazialen Zellteilung eine
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Konjugation (sexueller Gentransfer) zwischen verschiedenen "Paarungstypen” moglich. In
meinen Versuchen wurde jedoch der Klon eines Paarungstyps eingesetzf, und die
Konjugation damit ausgeschlossen.

Abb. 1.3: Morphologie von Tetrahymana spsc. O= Oralapparat, uM=undulierende Membran, Ma=
Macronucleus, AMi=Mikronucisus, Cp=Cytoproct, kV=konirakiile Vakuole, C=Cilien, K=Kinstide, V&
Nahrungsvakuois.

" Abb. 1.4: Morphologie von Tetrahymena thermophila. Fotografie nach Protargol-Farbung (Vergrds-
serung: 1250 X)
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Der Lebensraum von Teirahymena thermophila sind jegliche SiBgewisser, die
ausreichend Nahrung bieten. Neben Bakterien und Detritus kinnen teilweise auch geldste
Stoffe aufgenommen werden. Dariiberhinaus gilt die Art als fakuliativ parasitisch (z.B. in
Insekienlarven ).

Aufgenommene Nahrung wird in Nahrungsvakuolen eingeschlossen. Lysosomen, die
Verdanungsenzyme enthalten, verschmelzen mit ihnen. Unverdaute Bestandteile, aber z.T.
auch Enzyme, werden ausgeschieden (BANNO ez al., 1982; TIEDTKE & RASMUSSEN, 1988).
Ein Digestitionszyklus dauert 1 - 2 h (NILSSON 1972, 1979), kann aber bei hohem Nahrungs-
angebot fiir einige Nahrungsvakuolen erheblich verkiirzt sein (TIEDTKE, perstnliche
Mitteilung). Unter Hungerbedingungen bildet Terrghymena selbsiverdauvende Vakuolen
(Autophagie) und lagert Glycogen als Kohlenstoffspeicher ein. Nahrungsverknappung ist
auch ein Stimulus zur Konjugation. Enzystierung wurde beim hier eingesetzten Stamm nicht
beobachtet.

SWIFT et al. (1982) dokumentierten, daB bei Ubertragung eines Terrahymena-Inokulums in
eine nahrungsreichere Kultur (shift up) die Zellteilung verzgert wurde. Umgekehrt wurde die
Teilung beschleunigt, wenn in nahrungsarme Bedingungen {iberimpft wurde (shift down). In
Anpassung an Umweltverdnderungen oder spontan nimmt Terrahymena weitreichende
physiologische Umstrukturierungen und Verhaltensinderungen vor (VAN HOUTEN et al.,
1980; WILLE 1979; CORLISS 1953). Auch im Verlauf eines Zellteilungszyklus #ndern sich
physiologische Aktivitdien wie auch Schwimm- und FreBaktivitit (EICHLER, 1990; HILL &
HILL, 1985; ZALKINDER 1979 a/b).

(Lit.: HARRISON & CORLISS, 1991; NILSSON, 1979; ELLIOTT 1977; HILL 1972).

1.1.2.2 Escherichia coli

E.coli 1st ein Gram-negatives Enterobakterium, das w.a. auch zur Darmfiora des Menschen
gehort. In Gewdssern und Béden sind diese Bakierien i.d.R. selten zu finden, aber begrenzt
liberlebensfihig. Sie sind sowohl zum aeroben, als auch zum anaeroben Wachstum fihig. Die
Zellen sind ca. 1 um lang (im Versuch: Zellvolumina von $.07 um3 bis 0.8 um3), periirich
begeiBelt und gut beweglich. HELLER (1992) zeigte fiir das hier verwendete Kultursysiem,
daB ca. 10% der Population aus Zellpaaren bestehen. N

Von vorrangigem Interesse ist im "gegebenen Zusammenhang die Regulation von
Substrataufnahme, Ab- und Umbau. Beim Nihrstoffrecycling spielt es eine Rolle, welche
Stoffe von Bakterien primér verwertet werden. Diauxie (das sukzessive Wachsen auf zwei
Substraten) ist allgemein bekannt. Jedoch zeigt sich dieses Phinomen nicht beim Wachstum

~auf einem Gemisch verschiedenster Substrate in jeweils niedrigen Konzentrationen.
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Die Katabolit-Repression verhindert z.B. im Falle von Glucose mit unterschiedlicher
Effektivitdt die Nutzung anderer {energieirmerer) Substrate. Fiir einige Substrate gibt es
zudem verschiedene, konzentrationsabhingig aktivierte Aufnahmesysteme (HARDER &
DUKHUISEN, 1988).

Beim anaeroben Wachstum, aber zwischenzeitlich auch beim Wachstum auf Glucose,
scheidet E.coli Stoffwechselzwischenprodukte aus (NEIDHARDT, 1987). Diese Néhrstoffirans-
formation steilt gewisse Anforderungen an die pH-Regulation der Laborkuituren, denen hier
mit einem siarken Puffersystem entsprochen wurde. Einige E.coli-Stimme bilden Toxine.
Diese kénnen erheblichen Einfluf} auf die Aktivitit von Ciliaten haben (CURDS & VANDYKE,
1966).

Ebenso wie fiir Tetrahymena gilt auch fiir E.coli, daB ein breites physiologisches Potential
zur-Reaktion auf Umweltverdnderungen besteht. Auch das Wachstum einer E.coli-Population
hingt von den Vorbedingungen ab und kann in siationdrer Kultur verschiedene "Wachstums-
modi" durchlaufen (CHESBRO, 1988; ANAGNOSTOPOULOS & DHAVISES, 1982; CHESBRO et
al., 1979). Bisher ist jedoch unklar, ob oder wann diese Phinomene Auswirkungen in Riuber-
Beute-Kulturen haben.

(Lit.: NEIDHARDT, 1987; SCHLEGEL, 1985; KRIEG & HOLT, 1984).

1.2 Mikrobielle Biozénosen

Artenreiche mikrobielle Biozonosen finden sich in vielen aquatischen und terrestrischen
Okosystemen; die Luft ist zumindest Transportweg fiir Sporen, Pilze und Bakterien
(CAMPBELL, 1980). Die Betrachtung mikrobieller Wechselbezichungen als einfache FreB-
kette muBte in den letzten Jahren Vorsiellungen von komplexen Netzwerken weichen (SHERR
& SHERR, i991). Diese sind wiederum die Basis noch komplexerer Systeme der Interaktion
mit hoheren Organismen. Qualitative Darsteilunger der damit verbundenen Stofffliisse in
"(')kosysternen finden sich in vielerlei Quellen (GiS1, 1990; SCHWOERSEL 1287; CAMPBELL,
1980; u.a.). Fiir viele Okosysteme wurde gezeigt, daB schon innerhalb mikrobieller
Lebensgemeinschaften quantitativ relevante Fluxe und Recycling (Mineralisierung) der
‘Nahrelemente aufireten konnen. Die Rolle der Protozoen wurde in den letzten Jahren
f_beso_nders in bezug auf dic Remineralisicrung diskutiert (s. STOUT, 1980). Fiir alle Makro-

‘nihrelemente finden sich entsprechende Untersuchungen.
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Die grobe Typologie der Interaktion zwischen zwei Arten ist in Tabelle 1.1 dargesiellt. In
natiirlichen Systemen finden sich Ubergangsformen. Zudem konnen diese Typen der
Interaktion zeitlich wechseln (ODUM, 1991). Die Mechanismen, die eine Wechselwirkung
definieren, sind nicht notwendigerweise von einheitlichem Charakter. Konkurrenz tritt
beispielsweise nicht nur in bezug auf Nahrungsquellen, sondern auch in bezug auf
Lebensraum auf, wie etwa bei der Besiedelung von Aufwuchsflichen in Gewsssern.

Im folgenden werden Mechanismen dargestellt, die die Populationsdynamik beeinflussen.
Abiotische Faktoren sollen hier nur am Rande erwihnt werden, obwohl sie natiirlich eine
hohe Bedeuiung haben und auch biogenen Einfliissen unterliegen. Der Schwerpunkt liegt auf
den biotischen Faktoren, da im Rahmen dieser Arbeit die Vernetzung zweier Arten den

Mittelpunkt bildet.

Interaktion Beschreibung

Neutralitdi 0,0 | die Populationen iiben keinen (dirckten) EinfluB auf-
cinander aus.

Kommensalismus 0,+ | eine Population profitieri, die andere hat weder Schaden
noch Nutzen; z.B.: sdureaufschlieBender Pilz und acido-
phobe Bakterien der Késcherstellung.

Kooperation +,+ | beide Arten profitieren, sind aber nicht aufeinanden
angewiesen; z.B. Zoochlorellen (endosymbiontische
Algen) in Paramecium (Ciliat).

Mutualismus ++ | beide Arten profitieren und sind voneinander abhiingig)
z.B.: spezialisierie Flagellaten des Termitendarms.

_Rf&i#bcr-Beute +,— | die Réuberpopulation zieht Nutzen aus der Beute-
- : population, die dadurch primir dezimiert wird; z.B.: viele
Protozoen (wie Tefrahymena) und Bakierien {wie E.coli).
Parasitismus +— | die parasitierende Population schidigt primir diel
SR Wirtpopulation zum eigenen Nutzen; z.B.: Viren und
Wirtsbakterien.
‘Konkurrenz —— | beide Populationen beschrinken die Existenz der jeweils

anderen; z.B.: unter filirierenden Ciliaten verschiedene
Voriicella-Arten im Belebtschlamim.

‘Tab. 1.1: Grundlegende Kategorien von Wechselwirkung zwischen zwei Arten von Mikroorganismen
. und Beispiele. -,0,+ kennzeichnen die Wirkung der einen An auf das Populationswachstum der
~anderen. (Lit. SCHLEGEL, 1985; SLEIGH, 1989)
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1.2.1 Organismengruppen und trophische Vernetzungen

Die Organismengruppen und biogenen Komponenten, die in einer mikrobiellen Biozénose

auftreten konnen, sind

€

@ ¢ 0 O

®

€
S

Primirproduzenien wie Mikroalgen und autotrophe Bakterien,

Detritus, partikuliire Zerfallsprodukte der Organismen,

16sliche Substrate,

heterotrophe Bakterien und Pilze, die i.d.R. biogene Substrate umsetzen,
Protozoen, die sich von den genannten Gruppen ernghren, aber auch inierne
Nahrungsbeziehungen haben,

hohere Pflanzen als Wirte, Symbionten, Nihrstoffproduzenten,

metazoische Freffeinde aller zuvor genannten Gruppen,

Viren. Ihre Bedeutung ist (struktur- oder methodisch bedingt) weitgehend unsicher.

Abbildung 1.5 stelli die mégliche Netzstruktur mikrobieller Biozoénosen dar. Die riick-
koppelnde Rolle des Detritus-/Nihrstoff-Pools wird hieran ebenso deutlich, wie die An-

kopplung héherer Organismen.

gasfGrmige oder geliiste anorganische Nihrstoffe

A )

e

¢ autotrophe Bacterien, \o

erairophe Bakterieny-
- Pilze .~

geliiste organische Nihrstoffe (DOC)

Abb. 1.5: Trophische Verilechiung der Organismengruppen einer mikrobiglien Biozonose und ihre
Kopplung an héhere Organismen. DOC = gelbster organischer Kohlenstoff, POC = partikularer

organischer Kohlenstoff,
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1.2.2 Lebensraum und Lebensgemeinschaft

Eine Organismengemeinschaft (Biozonose) ist eingebetiet in einen Lebensraum (Biotop).
Entsprechend den lebensraumtypischen Bedingungen bildet sich eine Lebensgemeinschaft
aus. Klima, Geologie und Geographie sind hierbei grundlegende, die Qualitiit des
Lebensraums festlegende makroskopische (oder globale) Faktoren. Lebensraum und
Lebensgemeinschaft sind jedoch keine statischen Okosystemelemente, sondem unterlicgen in
gegenseitiger Abhingigkeit oder in Vernetzung mit anderen Okosystemen einem mehr oder
minder raschen Wandel (saisonaler Aspektwechsel, Sukzessionen, Evolution).

In Abhéngigkeit von den Strukturen und Substrukturen (Requisiten), die ein Biotop bietet
(z.B.: anacrobe Porenrdume - aerobe Oberflichen von Belebtschlammflocken), konnen
bestimmte Organismen in diesem Lebensraum siedeln. Sie nutzen die Requisiten, die ihren
morphologischen und physiologischen Eigenschaften entsprechen (Einnischung). Damit ist
jedoch nicht notwendigerweise das Existieren einer Population oder Art unter Optimal-
bedingungen verbunden. Wechselbezichungen wie Konkurrenz (s.a. Tab. 1.1) kéinnen zur
Verdringung einer "schwachen" Art aus ihrem Optimalbereich fiihren. Eine Art oder
Population steht also einer Lebenssituation gegeniiber, die sich aus Biotop und Biozénose
definiert.

Die Dynamik phosphatiiberlasteter SiiBgewisser (anthropogene Eutrophierung; UHLMANN,
1988) 148t die Vernetzung und Umschichtung von mikrobieller Lebensgemeinschaft und
Lebensraum folgendermafien nachvollziehen:

Phosphat stellt in den meisten SiiBgewissern den pflanzenwachstumlimitierenden
Nihrstoff dar. Eintrige an Phosphat in einen See oder groBen FluB erhohen die
Primérproduktion durch Phytoplankton. Durch Absterben des Phytoplanktons und
Absinken groBerer Phytoplanktonmassen in die tieferen Wasserschichten und auf den
Gewiissergrund kommt es zunichst dort allmihlich zum Verbrauch des Sauerstoffs
aufgrund bakterieller Abbauprozesse. Diese anaeroben Bedingungen fithren zum
Absterben der aeroben benthischen Biozonose (Mikroorganismen, Fische usw.). Eisen-
Ii-Ionen, Schweielwasserstoff und andere teilweise toxische Subsianzen werden im
Tiefenwasser gelOst, ggf. von Bakterien wieder umgesetzi. Hohere Organismen
verschwinden ganz. Die reduktiven Bedingungen in der Wasser-Sediment-Grenzschicht
filhren zor Riickiosung von Pflanzennihrstoffen. Mikrobielle Methanbildung fordert
~ diese Prozesse und den Transport der Stoffe in den Wasserkdrper. Forischreitend mit
. vdiesen Vorgingen kann eine vermehrte Phytoplanktonproduktion durch
| photosynthetisch bedingte pH-Erh6hung die Konzentration fischtoxischen Ammoniaks
~..-steigern. Zudem kann es zum zeitweiligen Sauerstoffschwund im Oberflichenwasser
* kommen, was ebenfalls zu Fischsterben fiihrt. Die zunchmende Triibung des Gewissers

-fiihrt dariiber hinaus zum Absterben hiherer Pflanzen.
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Dies Beispiel verdeutlicht, daB die Anderung einer einzelnen Schliisselkomponente (der
Phosphatkonzentration) die Dynamik der biologischen Populationen (Algen, Bakterien,
Fische usw.) und physikalisch-chemischen "Populationen” (Lichtmenge, Phosphat, H+-Ionen)

dramatisch beeinflussen kann.

1.2.3 Abiotische Einfluflifaktoren der Dynamik

1.2.3.7] Heterogenitis

In (').kosystemen (wie dem skizzierien eutrophen Gewisser) sind riumliche Strukturen fiir
die Dynamik bedeutend. Selbst in Laborkulturen, wie sie auch in dieser Arbeit betrieben
wurden, ist riumliche Heterogenitiit als Einflufifaktor nicht auszuschlieBen (s. 3.6; 4.5.2.2).

‘WISSEL (1989), MAY (1973) und andere Autoren weisen auf den populationsdynamisch
stabilisierenden Charakter riumlicher Strukturierung hin. Dazu miissen keine unter-
schiedlichen abiotischen Umwelibedingungen vorliegen, allein die riumlich unterschiedliche
Verteilung von Populationeﬁ kann dazu beitragen (z.B. bei Riduber-Beute-Systemen,
interspezifischer Konkurrenz; KUIKMAN er af., 1990). Eine riumlich inhomogene Umwelt
stellt neue Anforderungen an die Organismen. Bei ungleicher Ressourcenverieilung stellt sich
die Frage, ob und wie schnell ein Lebewesen Zugriff auf neue Quellen erlangen kann, bevor
es durch Hunger geschwicht oder geschiidigt ist. Transport, Beweglichkeit und Adaptations-
fihigkeit spielen eine tragende Rolle im Rahmen der Populationsdynamik.

1.2.3.2 Physikalische Umweltfakioren

Temperatur, Strahlung, Viskositdt, Diffusion, Osmolaritit sind einige wichtige physi-
kalische Fakioren, die die Lebensbedingungen der Grganismen beeinflussen.

Die Temperatur wirkt direkt auf den Stoffwechsel der Organismen. Moderate Temperatur-
erhthungen im Optimalbereich erhthen Stoffwechselumsiitze und Wachstumsraten. Zu
niedrige wie zu hohe Temperaturen fihren zu Stdrungen der Hombostase bis hin zur
Denaturierung von Eiweiflen und Abtdtung der Organismen. Molekulare Transportprozesse
(Diffusion u.a.) sind ebenfalls temperaturabhingig und damit letztlich die Nahrungsver-
sorgung derjenigen Mikroorganismen, die 16sliche Stoffe verwerten.

: 'Strahlung in Form von Licht wird von phototrophen Organismen als Energiequelle
genutzt. Intensive UV-Strahlung kann hingegen zur Schidigung der Mikroorganismen fiihren,
was z.B. zur Oberflichensterilisation genutzt wird (BORNEFF 1982).

Die Viskositit des Wassers - auch in Abhingigkeit von der Temperaiur und Salinitét -
besitzt fur Mikroorganismen besondere Bedeutung. Sie wirkt sich direkt auf Sinkge-
schwindigkeit und Beweglichkeit der Organismen aus. Viele Mikroorganismen haben daher




12 1 Einleitung

besonders in Lebensriumen niedriger Viskositdt (Stilgewidsser) Strategien entwickelt
Sinkverluste zu minimieren (Schwebefortsitze; aktive Beweglichkeit). Hohere Viskositiit
bedeutet dagegen hoheren Energieaufwand fiir die Fortbewegung oder Verankerung.

Diffusion ist ein passiver Transportprozef. Oft reicht die Diffusionsgeschwindigkeit nicht
aus Mikroorganismen mit Nihrstoffen zu versorgen. Infolge dessen finden sich verschiedene
Anpassungen, die auf Diffusions- bzw. Transportprozesse einwirken.

Die Osmolaritit eines Milieus wirkt auf den Wasserhaushalt der Organismen und erfordert
ggf. zelluliire Anpassungen (z.B. pulsierende Vakuolen bei hyperosmotischen SiiBwasser-
Protozoen, um iiberschiissiges, passiv oder aktiv aufgenommenes Wasser aus den Zellen zu

enifernen).

1.2.3.3 Chemische Umweltfakioren

Wasser ist fiir die Mikroorganismen das eigentliche "Lebenselement” und stellt den
groBten Teil der Korpersubstanz (70 - 85%). Es nimmt als direkter Reaktionspartner oder
Mittler (LOsungsmittel) an biochemischen Reaktionen teil. Die physikalischen und
chemischen Eigenschafien des Wassers bestimmen Anforderungen und Moglichkeiten der
Organismen (detaiilierte Darstellung 5. 2.B. SCHWOERBEL, 1987; ANAGNOSTOPOULOS &
DHAVISES, 1982).

Die Korpersubstanz setzt sich vor allem aus den 10 Makronshrelemenien Kohlenstoff,
Sauerstoff, Wasserstoff, Stickstoff, Schwefel, Phosphor, Kalium, Calcium, Magnesium und
Eisen (C, H, O, N, §, P, K, Ca, Mg, Fe) zusammen, die jeder Organismus braucht und aus
seiner Umwelt aufnehmen mufB. Hinzu kommen einige sogenannie Mikronghrelemente, die in
geringerem Umfang bzw. nur von einigen Organismen bendtigt werden,

Um Korpersubstanz auf- oder umzubauen und dic Homoostase zu erhalten, bendtigen
Organismen Energie. Auch die Triger dieser Encrgie muf der Organismus aus seiner Umwelt
aufnehmen. Die Form, in der Zellbaustoffe und Energietriger in einem Lebensraum
vorliegen, ist entscheidend fiir die BiozOnose. Autotrophe Organismen nehmen Baustoffe und
Energietriiger als anorganische Verbindungen bzw. Sirahiung auf. Heteroirophe Organismen
bediirfen organischer Substrate.

Milicufaktoren wie pH-Wert und Redoxpotential sind entscheidend fiir Verfiigbarkeit der
Verbindungen. Z.B.: Das energieliefernde Substrat fiir das nitrifizierende Bakterium
Nitrosomonas exropea ist Ammoniak (NH3). Im wisserigen Lebensraum dieses Bakteriums
entscheidet der pH-Wert iiber die Verfiigbarkeit von NH3, denn bei niedrigen pH-Werten
liegt es fast ausschlieBlich protoniert als NHyg* vor. Gleichzeitig ist NHj3 jedoch auch ein

Zellgift, so daB der tolerierbare pH-Bereich relativ eng ist.
wirkt auch
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Zellmembranen. In der Umkehrung beeinflussen auch die Organismen je nach ihren
physiologischen Leistungen den pH-Weri.

Ahnliches gilt fiir das Redoxpotential. Am Beispiel der Eutrophierung (s. 1.2.2) wurde
bereits auf die Verkniipfung von Redoxpotential und Freisetzung oder Verbrauch
verschiedener Substrate und Toxine hingewiesen.

1.2.4 Biclogische Faktoren

1.2.4.1 Nékrstoffaufnahme der Bakterien, autotrophen Algen und Piize

Die Nihrstoffe der Bakterien, der Pilze und der autotrophen Algen miissen i.d.R. geldst
vorliegen, um fiir die Organismen verfiigbar zu sein. Sekretion von Enzymen (Exoenzyme)
(CHROST, 1991) und Emulgatoren (ROHNS, 1991) kann zum AufschluB von Polymeren,
Partikel und hydrophoben Trépfchen beitragen.

Einige niedermolekulare und lipophile Stoffe kénnen die Zellmembranen entlang dem
Diffusionsgradienten passiv passieren. Fiir viele Verbindungen einschlieBlich der Kationen
reicht dieser passive Einstrom in die Zelle zum Wachstum nicht aus, oder es besteht gar ein
Konzentrationsgefille in das Medium. Die Organismen sind also auf "erleichterte Diffusion”
oder energieverbrauchende, aktive Stofftransporte angewicsen.

Membranproteine bzw. Proteinkomplexe, die diese Transporte ermiglichen, werden
Carrier, Permeasen, Translokasen usw. genannt. Carrier der erleichterten Diffusion
verbrauchen keine Stoffwechselenergie wihrend des Transportes. Sie verringern fiir ein
bestimmtes Substrat den Diffusionswiderstand der Zellmembran. Die Geschwindigkeit (u.U.
auch die Richiung) des Transpories ist abhingig vom Konzentrationsgradienten.

Aktive Transporimechanismen sind oft von Proionengradienten abhingig. Bakterienzellen
halten einen Protonengradienten von anBen nach innen aufrecht, indem sie H*-Ionen aus der
Zelle herauspumpen. Einige Enzyme katalysieren dann den gleichgerichteten
Membraniibergang von H*t und z.B. Zuckermoiekiilen in die Zelle hinein (Symport).
Daneben gibt es noch sogenannte Anti- (z.B.: Ht im Gegenstrom zu organischen Siuren) und
Uniporte (z.B. fiir K¥). Wichtige aktive Transporienzymsysteme sind die Phosphoenol-
pyruvat-abhingigen Transferasen. Sie ;jhosphorylieren Zuckermolekiile wihrend des Trans-
poris.

Die Aufnahmesysteme werden durch die Zelle reguliert. Dies hat insbesondere Auswir-
kungen auf die Nihrstoffaufnahme aus Substratgemischen (s.a. 3.6).

-~ (SCHLEGEL, 1985; FISHER & SONENSHEIN, 1991)
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1.2.4.2 Nihrsioffaufnahme der Protozoen

Protozoen sind heterotrophe Organismen und somit darauf angewiesen, (biogene)
organische Nihrstoffe fiir den Bau- und Betriebsstoffwechsel aufzunehmen. Sie verfiigen
teilweise iiber Zhnliche Mechanismen der Nihrstoffaufnahme wie Bakterien. So wurden fiir
den hier untersuchten Ciliaten Tetrahymena neben verschiedenen Membrantransport-
mechanismen fiir Ionen auch Mechanismen fiir die Aufnahme gel6sier organischer Nihrstoffe
beschrieben (SLEIGH, 1989). Insbesondere bei histophagen Protozoenarten sind die
Aufnahmesysteme so effizient, daB sie ein rasches Wachstum erméglichen. Bei vielen
Vertretern dieser Gruppe ermdglichen Membrantransportmechanismen allein kein effizientes
Wachstum. So finden sich leistungsfihigere Nahrungsaufnahmemechanismen (Endecytosen),
die nicht mehr stoffspezifisch sind:

Die Pinocytose (Aufnahme von Fliissigkeit, Suspension von Kleinstpartikeln) findet
sich insbesondere bei Amdében. Zelluldr gesteuert bildet die Membran auf
entsprechende Reize hin "Pinocytosekanile” ins Zellinnere, an deren Ende Vesikel
oder Nahrungsvakuolen abgeschniirt werden.

Die Phagocytose (Aufnahme groberer bzw. groBer Nahrungspartikel) findet bei
Flagellaten und amgboiden Protisten auf der ganzen Zelloberfliche oder in
bestimmten nicht speziell differenzierten Bereichen statt. Die meisten Ciliaten und
euglenoiden Formen besitzen spezialisierie Zellorganellen fiir die Ingestition
(Cytostomata, s.a. 1.1.2.1}. Die aufgenommene Nahrung wird wie bei der Pinocytose
in Nahrungsvakuolen in die Zelle hinein abgeschniirt.

Die Nahrungsvakuolen durchlaufen in der Zelle einen Zyklus des Nahrungsaufschlusses
(Digestitionszyklus; 1.1.2.1). Unverdauliche Reste oder nicht aufgeschlossene Nahrungs-
partikel verbleiben in den Vakuolen und werden am Zellafter (Cytoproct) mit dem
Verschmelzen der Vakuolen- und der Zelimembran ins Medium freigesetze (s.a. Nihrstoff-

recycling, 1.2.4.5).

Strategien des MNahrungserwerbs

Allein die Mdglichkeit, groBere Nahrungsmengen auf einmal zu ingestieren, sichert das
Wachstum der Protistenzellen nicht. Da partikuldre Nahrong (Detritus, Bakterien, Algen,
Protozoen, kleinere Metazoen) durch passiven Transport nur selten an die hungernde Zelle
herangefiihrt wird, haben viele Protozoen spezielle Strategien und ggf. entsprechende
Organellen fiir den Nahrungserwerb entwickelt. Dabei spielt auch ihre Beweglichkeit eine

“Rolle (s. 1.2.4.3).
SLEIGH (1989) teilt die Arten des Nahrungserwerbs in drei Kategorien ein: Filtration, Fang

("E;g_reifen"), Jagd.
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Viele Ciliaten und Flagellaten haben Filtrationsmechanismen entwickelt, so auch
Tetrahymena thermophila (s.1.1.2.1). Cilien(gruppen) bzw. Flagellen dienen als Filter, der
anstrOmende Nahrungspartikel zuriickhilt. Die notwendige Anstrémung des Filterapparates
wird durch die Anordnung und Funktion von Cilien bzw. Flagellen gewihrleistet. Sie
erzeugen eine Strémung, die der Morphologie und der bevorzugten Umgebung (Oberflichen,
Freiwasser) der Organismen angepalt ist. Die energetischen Kosten der Filirationsleistung
beziffert FENCHEL (1986) auf weniger als 2% des Gesamtenergieverbrauchs einer Zelle. Im
allgemeinen wird davon ausgegangen, daB der Filtrationsapparat entsprechend seiner
Morphologie lediglich eine Selektion der Nahrungspartikel nach GroBe zulid8t. Es gibt jedoch
einige Hinweise, dal daneben auch andere Mechanismen existieren, die bei Filtrierern zur
Beuteselektion fithren (WENZEL & WINCKLER, 1984; CURDS & VANDYKE, 1966).

"Beuiefinger" nuizen Zellforisitze und adhisive Substanzen an der Zelloberfliche, um
passierende Beuteorganismen daran festzuhalten. Zu ihnen zdhlen die Plankton-Foramini-
feren, Heliozoen, Radiolarien und die zu den Ciliaten gehdrenden Suctorien. (Systematik s.
Anhang A). Die Fang- und Nahrungsaufnahmemechanismen sind teilweise an spezialisierte
und beuteselektierende Fangorganellen gekniipft. SLEIGH (1989) weist darauf hin, daB diese
Art des Beutefangs nur bei Beute oberhalb 10% der R¥ubergrofie rentabel ist. Nur wenige
Arten sind daher auf den Fang von Bakterien spezialisiert,

"Jiger" sind Protozoen, die hocheniwickelte, zielgerichtete Verhaltensweisen beim
Beuteerwerb zeigen. Zu ihnen sind einige Ciliaten und Amdoben zu zihlen. Sie greifen
Bakterien(kolonien), andere Protozoen oder kieine Metazoen an. Einige Ciliaten besitzen
komplizierte Fang- und Ingestitionsorganellen.

(Lit.: SLEIGH, 1989; FENCHEL, 1986; NILSSON, 1979; GRELL, 1968)

1.2.4.3 Beweglichkeii

Besondere Bewegungsorganellen finden sich in allen Mikroorganismengruppen. Viele
Mikroben zeigen gerichietes, reizabhiingiges Bewegungsverhalten (Taxien),

Beweglichkeit und zielgerichieies Verhalten (s, 1.2.4.3 - 4) begiinstigen Lebewesen, die
unter inhomogenen, zeitlich wechselnden Umweltbedingungen leben. So besitzen relativ
langsam wachsende, sehr bewegliche Bakterien v.U. einen erheblichen Selektionsvorteil
gegenitber rasch wachsenden, relativ unbeweglichen Nahrungskonkurrenten, weil sie neue
Nahrungsquellen schneller erreichen (LAUFFENBURGER, 1991),

- ‘Viele Bakierien verfiigen ither GeiBeln oder Fibrillen, einige bewegen sich durch Gleiten
fort. Die schnellsten kénnen Geschwindigkeiten von mehr als 27 um/s erreichen. In isotropen
Medien zeigen die meisten eine spontane, zufdllige Richtungswahl. Sie schwimmen kurze
Strecken, taumeln und schwimmen in eine zufillige Richtung weiter. Erst durch dufere Reize
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erfolgt eine gerichtete Orisbewegung (Taxie); z.B. kann sich die Schwimmstrecke in
Richtung des Maximums der Konzentration eines Lockstoffes verldngerm.

Unter den Protozoen finden sich ebenfalls viele motile Formen. Auch sie verfiigen iiber
Geilleln oder Cilien oder bewegen sich gieitend fort. Sie erreichen Schwimm-
geschwindigkeiten von 560 pum/s (Teirahymena, HILL & HILL, 1985). Der energetische
Aufwand fiir die Bewegung soll gering sein (ca. 1% des Gesamtenergicumsatzes, JAUKER e
al., 1986). Es werden jedoch auch Werte von 10 bis 100% gefordert (CRAWFORD, 1992). Ihr
Bewegungsverhalten dhnelt teilweise dem der Bakterien (RICCI, 1990). Einige Arten besiizen
aber komplexe Fortbewegungsmuster {(SLEIGH, 1989).

1.2.4.4 Reizbarkeit und Adaptationsfihigkeit

Reizbarkeit und Adaptationsfihigkeit (Informationsaufnahme, -verarbeitung und Reaktion)
der Organismen sind zwei wesentliche Eigenschaften biologischer Sysieme. Die Analyse des
in dieser Arbeit betrachteten Riuber-Beute-Systems bietet verschiedene Ansatzpunkte, die die
Rolle von Informationsaufnahme und Reaktion fiir die Dynamik des Systems verdeutlichen
(3.6,4.3,4.4).

Verhalien

Ausldsende Reize fiir das gerichtete Bewegungsverhalten aller aktiv beweglichen
Mikroorganismen konnen Berithrungen (Thigmotaxis), Schwerkraft (Gravitaxis), chemische
Substanzen und Signalstoffe (Chemotaxis), Licht (Phototaxis) w.a. sein. Dariiber hinaus gibt
es aber auch spontane Verhaltenséinderungen (5.0.) und solche, die physiologischen Ursprung
haben, z.B. "Hunger" und endogene (z.B. circadiane) Rhythmen (WILLE, 1979). Alle diese
Reaktionen stehen im Zusammenhang mit der Wahl des Lebensraumes, der Nahrungs- oder
Partnersuche fiir (para-)sexuelle Vorginge usw..

-Einige Mikroorganismen schalten in Abhiingigkeit von den Umweltbedingungen von
sessiier auf aktiv oder passiv bewegliche Lebensweise um, oder sie produzieren in asexuelien
und sexuellen Prozessen bewegliche oder unbewegliche Formen (Biofilmbildung;
Schwirmer; Ubersdauerungsformen: Sporen z.B. bei Bacillus-Bakterien, Zysten z.B. bei
Colpoda, einem Ciliaten; CHARACKLIS & WILDERER, 1989; DELAQUIS ef al.,, 1989;
UHLMANN, 1988; MARSHALL et al., 1971).
 Im engen Zusammenhang mit der rfumlichen Heterogenitt oder "patchiness” (s. 1.2.3.1)
stehen Verhaltensweisen der Organismen, sich -selbststimuliert zu Gruppen
zusammenzufinden. So eindrucksvoll wie unverstanden ist beispielsweise die Neigung von
Tetrahymena (Ciliata), in flachen, mediumbefiiliien Gefilen in gitternetzihnlichen Bahnen zu

'- 'Sch_wi_mm_cn. Im Falle von Schleimpilz-Amdben (z.B.: Dictyostelium) sind hingegen
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Lockstoffe (Acrasin, ¢c-AMP) bekannt, die die Am&ben zur Bildung von Synzytien und

Fruchtkdrpern veranlassen.

Physiologische Anpassung

Gepaart mit #ufleren Verhaltensinderungen, aber auch unabhiingig davon, passen
Mikroorganismen ihre Physiologie den Umweltbedingungen nnd inneren Anforderungen an.
Sie optimieren ihre physiologische und Okologische Effizienz im genotypisch fixierten
Rahmen und konnen ihren physiologischen und Skologischen Status gegeniiber begrenzien
Storungen auf angepafiten Niveaus stabilisieren.

Viele lagern unter gnien Nahrungsbedingungen verschiedenartige Speicherstoffe ein, die
sie bei Nahrungsverknappung aufschlieBen. Auch die Bildung von Formen mit reduzierter
Stoffwechselleistung bei ungiinstigen Umwelibedingungen bis hin zur Bildung resistenter
Dauerformen ist weit verbreitet (BRADBURY, 1987).

Produktion und Ausscheidung von Enzymen oder 10sungsvermiticlnden Substanzen
ermdglichen den Mikroorganismen, primdr nicht verfiigbare Nihrstoffreserven zu erschiieen
(CHROST, 1991). Produktion von Toxinen kann Feinde und Konkurrenien dezimieren oder
Beuteorganismen ldhmen und abtdten.

Die Anpassung eines Organismus an neue Umweltbedingungen kann rasch erfolgen (in
weniger als 1 s), aber auch infolge weitreichenden physioiogischen Umbaus ldngere
Zetirdume beanspruchen (mehrere Stunden). Es kann nicht davon ausgegangen werden, dafl
in unterschiedlichen physiologischen Zustinden Bau- und Betriebsstoffwechsel der Zellen mit
gleicher Intensitdt ablaufen. Die Populationsdynamik wird also auch von dem jeweiligen
physiologischen Zustand bzw. von der Verteilung physiologischer Zustinde liber die

Gesamtpopulation bestimmt (s. 4.3).

Aliers- und Grienverieilung in einer Popuiation

Die Aliers- und Groflenstruktur einer Population beeinfluit insbesondere bei Metazoen
(z.B. Daphnien) die Dynamik der eigenen und anderer Populationen (METZ & DIEKMANN,
1986). Auch fiir Protozoen wurden Zusammenhiinge zwischen Alter der Zelle (Phase im
Teilungszyklus) und physiologischer Leistung dokumentiert (ZALKINDER, 1979 a/b). Fiir
Bakierien konnten Zhnliche Zusammenhinge gelten. Die Zeitskalen der Alterungsprozesse
einzelner Mikroorganismen und der Dynamik ihrer Populationen und Biozdnosen sind oft
sehr unterschiedlich (Minuten bis Tage gegeniiber Stunden und Monaten). Es ist daher auf der
Ebene der (langzeitigen) Populationsdynamik meist opportun, durchschnittliche physio-
logische Eigenschaften der Organismen statt differenzierter, zelluldrer Strukturen zu

betrachten.
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(Lit.: SLEIGH, 1989; SCHLEGEL, 1985; LEVANDOWSKY er al., 1979 a/b, 1980; BROWN &
STANLEY, 1972; HERBERT, 1961)

1.2.4.5 Néhrstofftransfer und Recycling

Nihrstoffe werden nicht nur von Organismen aufgenommen, sondern auch produziert und
freigesetzt. Diese stehen dann wiederum anderen Organismen zur Verfiigung (Nihrstoff-
transfer und Recycling). Dies gilt fiir anorganische wie fiir organische Nihrstoffe bzw.
Energietriger. Aus strukturellen und thermodynamischen Griinden ist ein vollstindiges
Energietriger-Recycling (ein Perpetwum mobile) unmoglich. Schitzungen der Recycling-
quote reichen fiir organische Kohlenstoffverbindungen bis zu 30% rezykliciten Substrates pro
eingesetztem Substrat (SAMBANIS, 1985). Fiir die Nihrelemente lassen sich im mikro-
skopischen oder makroskopischen (globalen) Rahmen "Stoffkreisiiufe” darsiellen (ODUM,
1691; LYNCH, 1990; UHLMANN, 1988; SCHWOERBEL, 1987; SCHLEGEL, 1985; STOUT, 1980;
u.a.). _

Prozesse, die zur biogenen Freisetzung von Nihrstoffen fithren, sind

@ Lysis, Zellschidigung,

& Exkretion (nicht speicherbarer) Zwischen- und Endprodukte des Stoffwechsels,

@ Exkretion unverdauier Nahrung,

@ Sckretion von funktionalen Produkten (Enzymen, Polysacchariden).
Schidigung und Lysis von Zellen kann durch rein physikalisch-chemische Einfliisse oder
biogene Intoxikation hervorgerufen werden, nimlich dann, wenn der Organismus nicht mehr
in der Lage ist, seine HomdOostase aufrechtzuerhalten. Durch zerplatzte Zellen und

eschiddigie Zellmembranen werden 16sliche und partikuldre Nihrstoffe frei. Letztere stellen

einerseits Nahrung fiir Protozoen und Metazoen dar oder kdnnen andererseits durch
physikalisch-chemische oder enzymatische Prozesse zu niedermolekularen bakterien-
verfiigharen Nihrstoffen umgeseizt werden. Ein Teil der Lysisprodukte agglomeriert mit
anderen biogenen und anorganischen Stoffen zu gréBeren Detritus-Partikel.

Zwischenprodukte, die Zeilen nicht speichern konnen, und Endprodukie des Stoffwechsels
werden von den Organismen wieder an die Umwelt abgegeben. Insbesondere gilt dies fiir die
Versioffwechselung organischer Substrate unter Sauverstoffausschlull (anaerob). Produkte
mikrobieller Gérung sind niedermolekulare organische Siuren und Alkohole; hinzu kommen
Amine, Wasserstoff und Methan, die dann teilweise durch spezialisierte Mikroorganismen
weiter umgesetzt werden kdnnen. Auch unter aeroben Bedingungen entstehen organische
Zwischen- und Endprodukte (s. 3.1, 3.3, 3.5 & 4.1). Ebenso wie C-Verbindungen werden
auch anorganische oder organische Verbindungen der iibrigen Néhrelemente freigeseizt und
rezykliert (SPRENT, 1987; STOUT, 1980).
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Réuberische Protozoen und Metazoen geben unverdaute Nahrung ins Medivm ab.
Insbesondere bei guter Nahrungsversorgung zeigen die Riuber mikrobieller Biozonosen oft
nur eine schlechte Ausnutzung der Nahrung ("sloppy feeding”, s.a. 4.1; SCHLUTER, 1984).

Ausgeschiedene Stoffe oder Zerfallsprodukte einer Organismenart sind fiir sie nur begrenzt
wiederverfiigbar. Meist ermdglichen sie zundichst das Wachstum anderer Organismen.
CLARHOLM (1985) stellt fiir die Biozbnose einer Rhizosphire dar, wie organische
Ausscheidungen der Pflanzenwurzeln zunichst das Wachstum heterotropher Bakterien
fordern. Diese Bakterien nehmen mineralisch gebundenen Stickstoff (als NH4+ oder NO3~)
auf, der fiir die Pflanze nur begrenzt zugénglich ist. Protozoen fressen diese Bakierien und
setzen iiberschiissiges Ammonium fiei, das fiir die Pflanze leichter verfiigbar ist (Erhthung
der: Aufnahme von N durch die Pflanze um 75%).

-Die Ausscheidung funktionaler Substanzen wurde mehrfach angesprochen. Neben dem
Eifekt, daB diese Stoffe Nahrung fiir Mikroorganismen verfiighar machen, stellen sie
zumindest nach ihrer Denatutierung durch Umwelteinfliisse selber Nihrstoffe dar.

Der Néhrstoffiransfer oder das Recycling mufB quantitativ nicht umfangreich sein, um sich
auf die Dynamik mikrobieller Populationen auszuwirken. Ausscheidungs- und Zerfalls-
produkte einer Riuberpopulation konnen essentielle Nihrstoffe fiir die Beutepopulation
enthalten, die dann erst in der Lage ist, andere, umfangreichere Nahrungsquellen aufzu-
schlicBen (HUANG er al., 1981).

Nihrstofftransfer und -recycling sind mittlerweile fiir die Makronghrelemente C, N, P und
S in natiirlichen und artifiziellen mikrobiellen Biozénosen dokumentiert worden. (Kohlen-
stoff: s.0., NAGATA & KIRCHMANN, 1991; BANKS & BRYERS, 1990; Stickstoff: s.o.,
WEEKERS et al. ,1990; INGHAM ef al., 1986 a/b; ANDERSON et al., 1985; Phosphor:
BARSDATE er al., 1974; JOHANNES, 1965; Schwefel: GUPTA & GERMIDA, 1989; MONREAL
& McGILL,1989 a/b; allgemein: BEAVER & CRISMAN, 1989; STERNER, 1986; STOUT, 15980:
LEGNER, 1973). Die Einschitzung der Bedeutung einzelner Organismengruppen (Bakierien,
Protozoen, Metazoen usw.) ist bei den Autoren in Abhingigkeit von den untersuchien

- H e i
Systemen teilweise gegensétzlich.

1246 Inhibition

-~ Neben den angefithrien wachstumsfordernden Wechselwirkungen zwischen den Organis-
men gibt es auch inhibierende. Einerseits scheiden eine Reihe von Bakterien Toxine aus, die
_Frere_inde, Konkurrenien aber u.U. auch die eigene Art imm Wachstum behindern, andererseiis
kann eine Inhibition auch durch toxische Produkte oder Substrate ausgelost werden. Beide
Phinomene spielen bei der mikrobiellen Aufbereitung toxisch belasteter Boden und Gewdsser
~eine wichtige Rolle. Zusitzlich konnen "normale" Metabolismen zu inhibierenden pH-Wert-
_ Aqderungen des Milieus oder zu Endprodukthemmungen fiihren. So erfolgt im mikrobiellen
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Nitrifikationsproze durch Bakterien der Gattung Nirrosomonas die Umsetzung von NH3 zu
NO7~ unter Freisetzung von H*-Ionen. Im schwach gepufferien Milicu ist damit eine pH-
Absenkung verbundenen. Das Gleichgewicht zwischen NH4+ und NH3 + H* wird zugunsten
des Ammoniums verschoben, und das energicliefernde Substrai von Nitfrosomonas wird
verknappt. Dariiber hinaus sind hohere Substrat- (NH3) und Endprodukt- (NOy)

Konzenirationen toxisch.

1.3 Mikrobielle Réuber-Beute-Systeme

Betrachtet man die Abbildung 1.4, so lassen sich darin schor einige generelle R4uber-
Beute-Beziehungen erkennen: Protozoen-Algen, Protozoen-Bakierien, usw.. Hinzu kommen
Riuber-Beute-Bezichungen innerhalb der Protozoengruppe, und prinzipiell lassen sich auch
Bakterien-Viren-Systeme als Riduber-Beute-Beziehung auffassen. Gedanklich sind diese
Beziehungen leicht einzugrenzen. In praxi zeigt sich jedoch, daB nicht nur die jeweilige
Riuber-Beute-Bezichung das Verhilinis dieser Populationen bestimmt, sondern auch
abiotische oder biotische Riickkopplungen bestehen (Abb. 1.4,5. 1.2.3 - 4),

1.3.1 Koexistenz oder Extinkiion ?

Da der Réuber die Beutepopulation dezimiert, impliziert dieser Gedanke die Vermutung,
daB effiziente Riuber ihre Beute ausrotten. Es stellt sich das Problem der Koexistenz von
Riuber und Beute. Tatsdchlich erweisen sich viele solcher Systeme als sehr stabil. In
Systemen mit Bakterien oder kleineren Algen und filtrierenden Protozoen als Riuber sind die
Beutedichten immer so hoch, daf die Beutepopulation nicht zufillig ausgeldscht werden
kann. In Kuituren mit jagenden Protozoen finden sich jedoch auch eindeutige Reispicle (s.
1.3.3) so effizienter "Jéger", daB es zum Aussterben der Beute und schlieBlich auch der
Réuberpopulation kommt. Daraus folgt: Das Uberleben eines Riuber-Beute-Systems ist daran
gebunden, dab die Effizienz des Erbeuiens nicht die Effizienz der Ermeuerung der Ressourcen
der Beute iibersteigt.

Damit Rauber und Beute koexistieren kénnen, muB im zeitlichen Mittel der Zustrom an
Energie und Zellbaustoffen fiir jede der beiden Populationen den jeweiligen Verlusten
entsprechen. Da die Organismen allein fiir den Unterhalt der Zellen Energie und Nihrstoffe
verbrauchen ("maintenance"), miissen diese von auflen zugefiihrt werden. Eine echte
Koexistenz ist daher nur in offenen Systemen moglich. Allerdings haben viele
‘Mikroorganismen Mechanismen entwickelt, die eine Uberdaverung (Persistenz) der Zeiten
geringen Energie- und Stoffeinstroms in das System erméoglichen.
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Viele Protozoen (wie Colpoda) bilden Uberdauerungsstadien (Zysten), wenn die
Beutedichte unter einen Schwellenwert sinki. Einerseits ist der Stoffwechsel dieser
enzystierten Riuber auf ein Minimum des Stoffwechsels eines akiiven Riubers reduziert,
andererseits kann die Beutepopulation iiberleben und durch Zustrom von Nihrstoffen
anwachsen. Oft haben Beuteorganismen ebenfalls Uberdaverungsstrategien entwickelt, die
die metabolischen Verluste minimieren, solange keine ausreichende N#hrstoffversorgung
existiert (s. 1.2.4.4).

Ein wichtiger Faktor, der Koexistenz begiinstigt, ist die riumliche Heterogenitit vieler
Lebensrdume (s. 1.2.3.1). Neben einer heterogenen Verteilung von Riubern und Beute im
Gesamilebensraum konnen auch bestimmte Requisiten den Beuteorganismen Refugien bieten,
die dem Réuber nicht erschlieBbar sind. Beispielsweise konnen sich Bakierien aktiv oder
passiv an Oberflichen anheften und sich so filirierenden Ciliaten entzichen.

Physikalische und chemische Umweltfaktoren, Toxine, Freffeinde (Uberriuber) kdnnen
ein tibermifiges Wachstum einer Riuberpopulation und damit den FreBdruck auf eine
Beutepopulation begrenzen (s. 1.2.3.2-3 & 1.2.4.6)

FENCHEL & JORGENSEN (1977) weisen darauf hin, daB die Zersetzung von Detritus durch
Bakterien wesentlich rascher erfolgt (erhdhie Umsatzraten), wenn riuberische Protozoen im
Kultursystem anwesend sind. Der Mechanismus fiir dieses Phinomen ist jedoch unklar,
Nihrstoffrecycling schlieBen die Autoren aus. Die Riuberaktivitiit soll dazu fithren, daB die
Detrituspartikel nicht flichendeckend von Bakterien besiedelt werden, was die Freisetzung
von 18slichen und bakteriell verwertbaren Stoffen aus den Partikeln erhthe.

Der Eintrag alternativer Beuteorganismen kann dazu fithren, daB Protozoen ihre Beute-
priferenz wechseln (WENZEL & WINKLER, 1984; BERGER, 1980), oder daB die eine
Population dadurch stirker dezimiert wird, als wenn sie die alleinige Beute wire (MALLORY
et al., 1983). Riuberische Mikroorganismen kOnnen damit wesentlichen Binfiu8 auf die
Quaiitii einer Biozonose austiben.

- (Lit.: ODUM, 1991; FENCHEL, 1987; TAYLOR, 1984)

1.3.2 Natiirliche mikrobielle Réuber-Beute-Systeme und Nahrungsnetze

Nachdem einige Charakteristika mikrobieller Riuber-Beute-Systeme vorgestellt wurden,
soll nun in bezug auf wichtige mikrobielle Okosysteme die Bedentung dargestellt werden.

In allen Okosystemen sind einige Bakteriengruppen von besonderem Interesse.
Destruenten organischen Materials sind oft in groBer Artenbreite vorhanden. Pscudomonaden
sind aufgrund ihrer Héufigkeit und breit geficherten Fihigkeiten, persistente Boden- oder
- Gewiisserkontaminationen ab- bzw. umzubauen, vielfach verwendete Untersuchungsobjekte.
“ '.In.'_:'einer Schliisselposition des Stickstoffkreislaufes stehen die Nitrifikanten, eine sehr
_stérungsempfindliche Bakteriengruppe. Hinzu kommen Stickstoffixierer (Rhizobiwm u.a.) und
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die artenreichere Gruppe der Denitrifizierer. Sie alle sind potentielle Beuteorganismen in
Réuber-Beute-Systemen oder NutznieBer von Nihrstofftransfers und Nihrstoffrecycling.

1521 Biden

Auf die Rolle mikrobieller Riuber-Beute-Beziehungen fiir den Nihrstofftransfer bzw. das
Nihrsioffrecycling im Bereich der Rhizosphiire wurde bereits unter 1.2.4.5 hingewiesen. Die
dominierenden Protozoen sind Amoben. Viele Protozoen enzystieren bel unzureichendem
Nahrungsangebot. Eine wichtige Gruppe von Bodenbakterien sind Stickstoffixierer und
Pflanzensymbionten wie Rhizobium. Allgemein ist anzunehmen, da auch Metazoen wie
Nematoden eine hohe Bedeutung in dem "mikrobiellen” trophischen Gefiige von Bdden
haben. Die Bewertung der einzelnen Organismengruppen im Rahmen der Umsetzungs-
prozesse im Boden fillt bei verschiedenen Autoren bzw. Arbeitsgruppen unterschiedlich aus.

Bdden stellen mit Porenriumen und unterschiedlichen mineralischen Bestandieilen eine
sehr heterogene Umwelt dar. Dies wirkt sich letztlich auf die Verieilung von Organismen im
Boden aus. VARGAS & HATTORI (1990) uniersuchten die Verteilung einiger Protozoen-
gruppen in Bodenaggregaten (1-2 g d.w.). Sie fanden, daBl alle Gruppen konglomeriert
vorkamen. Kleine Flagellaten und Amoben fanden sie in groBer Dichte an den meisien
Aggregaten. GroBe Ciliaten traten zwar insgesamt in geringer Anzahl, aber an jedem
Aggregat auf. Die Autoren stellten ferner dar, daB die Beweglichkeit der Organismen im
Boden insbesondere von der Bodenfeuchte abhingt.

Neben der Fihigkeit zum Aufschluff organischen Materials stellen viele Autoren die
Bedeutung rduberischer Protozoen fiir den Transfer der wichtigen Pflanzennihrstoffe
Phosphat und anorganischen Stickstoff heraus (GRIFFITHS, 1989; INGHAM et al., 1986 a/b;
CLARHOLM, 1985; COLE er al., 1978). TAYLOR (1986) fiihrt aufgrund seiner Labor-
experimente allerdings an, daBl Protozoen nicht nur Nihrsioffe rezyklieren, sondern auch
bedeutende Senken fiir Niihrstoffe (Phosphat) darsiellen.

Anorganische Bodenpartikel beeinflussen die Freflverlustrate einer Bakierienpopulation:
Bs gibi Hinweise auf Erhohung (CHAO & ALEXANDER, 1982) wie auf Verminderung
(HEYNEN et al., 1988). Die Mechanismen sind bisher nicht eindeutig geklirt (Adsorption der
Bakterien, Férderung oder Behinderung des FreBvorganges usw.).

(Lit.: GISIL, 1990; LYNCH, 1990; SCHLEGEL, 1985; STOUT, 1980; LOUTIT & MILES, 1978)

1.3.2.2 Gewdsser
' Die Dynamik der Populationen einer Seenbiozbnose in gemiBigten Breiten (z.B.

_ Bodensee; MULLER et al., 1991) besitzt eine saisonale Rhythmik, Sie resultiert zum einen aus
den jahreszeitlichen klimatischen und chemischen Anderungen (mit thren Auswirkungen auf
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Seendurchmischung, Dichte des Wassers, Néhrstoffe usw.), zum anderen aus der sukzedanen
Entwicklung von (mikrobiellen) Beute- und Riuberpopulationen.

Die ErhGhung der Lichtintensitidt im Frihjahr ermoglicht das Anwachsen von
Algenpopulationen. In zeitlicher Verzdgerung wachsen herbivore Protozooplankter (vor allern
Ciliaten) und Zooplankter (Rotatorien, diverse Kleinkrebse) und wiederum deren FreBfeinde
(Kleinkrebse, Fische) nach, so dall diese Populationen nacheinander ein Maximum ihrer
Dichte durchlaufen. Eine Algenbliite wird von einem Klarwasserstadium gefolgt, das v.a. aus
der FreBtitigkeit der Zooplankter resultiert. Neben der Wandlung der chemischen und
physikalischen Eigenschaften des Wasserkorpers fiihrt das (groBen-)selekiive Fressen der
(Proto-)Zooplankter (SIMEK & CHRZANOWSKI, 1992; MAZUMDER e¢¢ al., 1920; FENCHEL,
1980 a/b) auch innerhalb des Bakterio- und Phytoplanktons zu einer Sukzession
unterschiedlicher systematischer Gruppen. An deren Ende stehen oft relativ groBle, fidige
Algen, die nur noch von héheren Metazoen (Fische) abgeweidet werden konnen. Hohe
Konzenirationen organischer Subsirate fithren zu bakteriellen Massenentwicklungen
(eutrophe Seen). Als effiziente FreBfeinde der Bakterien werden heterotrophe Nanoflagellaten
und/oder Ciliaten angesehen (CHRISTOFFERSEN et al., 1990; BLOEM ef al., 1989; SANDERS er
al., 1989). Sie sollen auch die Elimination von Fikalkeimen aus Seen und Fliissen fordemn
(GONZALEZ et al., 1990; GURUALA & ALEXANDER, 1990).

(Lit. SCHWOERBEL 1987; KERFOOT, 1980; WETZEL, 1975; HUTCHINSON, 1967;
NAUWERCK, 1963)

1.3.2.3 Abwasser

Die wichtigsten Riuber in biologischen Abwasserreinigungsaniagen (Belebungsverfahren,
Tropfkérper usw. ) sind Protozoen, insbesondere Ciliaten, und Rotatorien. Ihre Rolle war zu
Beginn der 70er Jahre umstritien. So wurden sie einerseiis ais "stbrend” bezeichnet, weil sie
die Bakterienpopulationen dezimierien, die die eigentliche Abwasserreinigung durchfiihren
(PIRT & BAZIN, 1972). JONES (1973) wies andererseits darauf hin, dafl in Abwasser-
reinigungsveriairen die meisten Organismen in Biofilmen (Flocken) leben, einem Refugium,
das dem FraB durch Protozoen groBieils entzogen ist. Ferner kOnnen Protozoen
Flockenbildungsprozesse fordern (CURDS, 1963; WATSON, 1945). CURDS (1982) unternahm
in den Folgejahren ausgedehntere Untersuchungen zur Rolle der Protozoen in Abwasser-
reinigungsverfahren und faBte die Ergebnisse in einem Ubersichtsartikel zusammen. Er wies
nach, dall Protozoen die Reinigungsleistung erhShen, konnte dieses Phénomen jedoch nicht
eindeutig begriinden. ESTEBAN et al. (1991) konnten mit statistischen Methoden Hinweise
auf die Korrelation einzelner Protozoenarten mit Leistungsparametern von Kldranlagen
| geben. Untersuchungen von HUANG et al. (1981) lassen vermuten, daB auch hier Prozesse des

Nihrstofftransfers bzw. Recyclings von Bedeutung sind.
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Die Anregung CURDS, Protozoen als Indikatororganismen fiir die Leistungsfihigkeit einer
Kliranlage zu nutzen, wurde spiter verschiedentlich aufgegriffen (AL-SHAHWANI & HORAN,
1991), ohne bisher genereller Bestandteil der Kliranlageniiberwachung zu sein. Dariiber
hinaus konnte WILHELM (1989) zeigen, daB auch organische, subakut toxische Belastungen
von Kliranlagen frithzeitig an Anderungen der Protozoenbesiedelung erkannt werden konnen.

£1.3.24 Sonstige Lebensriume
Neben den zuvor genannten Okosystemen finden sich FreBketten mit Protozoen auch im

Magen-Darm-Trakt von Zellulose aufschlieBenden Insekten und Siugetieren (Termiten,
Wiederkiuer). Die Riuber- und Beutearien zeichnen sich durch Bef#higung zur Anaerobiose
aus, die die Sauerstoffatmungsprozesse durch unterschiedliche biochemische Umsiitze ersetzt.
Die Methanbildung dieser Biozénosen kinnte ein firdernder Faktor des Treibhauseffekies
sein.

(Lit.: LOUTIT & MILES, 1978)

1.3.3 Mikrobielle R&uber-Beute-Systems in Laborkulturen

Mikrobielle Riuber-Beute-Systeme wurden bereits vielfach in Laborkulturen unter
definierten Bedingungen untersucht. Sie bieten die Moglichkeit, Mechanismen der Dynamik
ausgewihlter Populationen selektiv zu untersuchen. Ferner konnen mathematische Modelie
zur Populationsdynamik experimentell in angemessenen Zeitriumen iiberpriift werden. Erste
Erfahrungen zeigten dann jedoch, daB diese Laborkulturen weitaus komplexere Systeme

darstellen, als vermutet wurde.

1.3.3.7 Kultursysieme

Generell lassen sich stationdre und kontinuierliche Fliissigkultursysteme fiir Mikroorga-
nismen unierscheiden. In beiden Fillen kann der Experimentator die Startbedingungen vorbe-
stimmen. In stationiren Kuituren erfoigt von auen keine Erneuerung der Nahrungs-
ressourcen, wihrend kontinuierliche Kulturen einen steten Zustrom an Nahrung erhalten.
Meist stellt ein ausgesuchter Nahrstoff die alleinige wachstumsbegrenzende Medium-
komponente fiir die Beute dar. Alle anderen Nihrstoffe werden im UberschuB angeboten. Die
Réuberpopulation wird i.d.R. durch das Beuteangebot im Wachstum begrenzt. Die Kulturen
miissen moglichst homogen durchmischt sein, da sonst die tatsichlichen Bedingungen in den
Kulturen nicht definiert werden konnen und die Auswertung der Versuche erschwert oder

~unmdglich wird.
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In stationdren Kulturen (= batch-Kulturen) dndern sich die Nahrungsbedingungen und
physiologischen Zustinde der Organismen stindig. In kontinuierlichen Kulturen lassen sich
stabile konstante oder schwingende Gleichgewichtszustinde erreichen. Im Chemostaten flieBt
das Medium mit konstanter Rate (normiert auf das Kulturvolumen: DurchfluBrate [h-1]) und
Nihrstoffkonzentration der Kultur zu und die Kultursuspension entsprechend ab. Im
Gleichgewicht wachsen die Organismen mit einer Rate, die der Durchflurate plus den
endogenen Verlusten enispricht. Ubersteigen Auswaschung und endogene Verluste die
maximal mogliche Wachstumsrate der Organismen, werden sie ausgewaschen. Im
Turbidostaten wird der Mediumfluf} direkt an die Wachstumsrate der Organismen gekoppelt,
so dab die Organismendichte (i.d.R. als optische Dichte = O.D., Extinktion gemessen) der
Kultur konstant bleibt; bei geringem Wachstum flieBt wenig Medium zu. Der Turbidostat
eignet sich besonders zur Untersuchung von toxischen Substanzen, wihrend im Chemostaten
bestimmte physiologische Zustinde der Organismen eingestelit werden konnen.

Technische Probleme der Arbeiten mit definierten Kulturen sind

® Gewihrleistung der Sterilitdt (insbesondere bei kontinuierlichen Systemen),
© Homogenitit der Kultursuspension (Randeffekte, Wandwachstum, organismen-
schonende Durchmischung),
® Gewihrleistung konstanter Milieubedingungen,
& Abstimmung von Probe- und Kulturvolumen (die Probenentnahme sollie den Zu-
stand des Systems nicht verdndern).
Diese Probleme lassen sich nur teilweise ausschalien. Meist muB eine fiir die Kultivierung
und die wissenschaftliche Fragestellung hinreichende KompromiBlosung gefunden werden.

Die Entwicklung immer kleinerer, handlicher Kultursysteme (LARSEN & NILSSON, 1985,
1986; SAMBANIS, 1985; NOVICK & SZILARD, 1950) steht forischreitend komplexeren Frage-
stellungen entgegen, da veriretbare Probenvolumina zu gering und die Randeffekie
dominierend werden. Bei niedrigen ZufluBraten sind kontinuierliche Systembedingungen
technisch kaum mehr zu gewihrleisten. In zeitlich relativ groBen Abstinden einiropfendes

tationirer und

Medium flbrt zu einer gepulsien Betricbsweise, dic einc Mischung aus

VAWl

[#]

kontinuierlicher Kultivierung darstellt.

Gerade im Forschungsbereich der mikrobiellen Okologie wurden einige abgeleitete
Kultivierungsmethoden entwickelt: zwei- oder mehrstufige Chemostaten, Gradostaten (zwei
oder mehrere verbundene, aber getrennt mit Zu- und Abfluf} versorgte Chemostaten, zwischen
denen ein Nihrstoffgradient aufrechterhalien werden kann, z.B. fiir Konkurrenzunter-
suchungen) uv.a..

. (Lit.: BAILEY & OLLIS, 1986; VELDKAMP, 1977)
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1.3.3.2 Organismen
Mikrobielle Rduber-Beute-Systeme in Laborkulturen bestehen meist aus Protozoen und

Bakierien. Weitaus seliener sind Protozoen-Algen und Proiozoen-Protozoen-Sysicme. Viele
Protozoenarten haben sehr spezielle Anspriiche an ihren Lebensraum, so daB sie kaum in
definierien Laborkulturen geziichtet werden.

Die am hiufigsten in Versuchen eingesetzie Riuber-Gattung ist Tesrahymena (SiiBwasser-
Ciliaten). In neuerer Zeit finden sich auch mehrere Arbeiten mit heterotrophen Flagellaten.
Weitere hiunfig untersuchie Rénberorganismen sind die Schleimpilzamiobe Dictyostelium, der
marine Ciliat Uronema und einige andere Ciliaten (Paramecium, Colpoda, Didinium). Sie
alle sind bewegliche Crganismen, die sich in durchmischten Laborkultaren kulivieren lassen.
Es gibt nur wenige populationsdynamische Untersuchungen mit Protozoen, die sessil sind
oder sich auf Oberflichen bewegen. Réuber wie Terrahymena, Uronema, Paramecium,
Colpoda u.v.a. sind "Filtrierer", Dictyostelium und Didinium sind "Jager" (s. 1.2.4.2, 1.3.3.3).

Ein typisches Beutebakterium in Laborkulturen ist E.coli. Da aber auch viele andere
Bakterien- und Algenarten relativ einfach kultivierbar sind, gibt es eine Reihe von Unter-
suchungen die auf andere Organismen zuriickgreifen.

Vorteile von Arbeiten mit Tesrahymena- und E.coli-Stimmen sind:

& leichte, definierte (axenische) Kulivierung,

@ weitreichende wissenschaftliche Untersuchungen zur Populationsdynamik sind vor-
handen,

@ viele weiterfithrende Informationen (z.B. zur Physiologie) sind verfitghar.

(Lit.: GROVER, 1990; SLEIGH, 1989; CURDS & BAZIN, 1977;DRAKE & TSUCHIYA, 1977;
HAMILTON & PRESLAN, 1970; u.a.)

£.3.3.3 Populationsdynamische Ergebunisse von Luborexperimenten mit mikrobicllen

- Réduber-Beute-Systemen

Untersuchungen an stationéren Kuituren

Generell gilt, daB bei Zugabe von rduberischen Protozoen zu einer vorkultivierten,
ausreichend hohen Beutepopulation die Beutedichte durch FraB vermindert wird und die
Riuberpopulation mit einer sigmoiden Wachstumskurve anwichst. Bei langerer Kultivierung
nimmt die Riuberdichte durch Lysis (und Veratmung) ab. Effcktive "Jiger" konnen die
Beutepopulation ausrotten (z.B. Didinium auf Paramecium gezogen, s. SLEIGH, 1989).
Meist verbleiben jedoch hohere Beutedichten in der Kultur. Dies konnte insbesondere fiir
“viele Ciliaten (ALEXANDER, 1981), aber auch Amoben (ALEXANDER, 1981) und Flagellaien
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die Beutedichie unter einen Schwellenwert sinkt (BRADBURY, 1987). Teilweise persistieren
aber auch relativ hohe Beutedichten (108-1010 Bakterien/I) neben aktiven Riubemn (z.B.
Tetrahymena) in den Laborkulturen. Hier miissen also andere Mechanismen dazu fiihren, daB
die Beuteorganismen iiberleben. (s. 3.5 & 4.1).

Arbeiten von HABTE und ALEXANDER (1978 a/b) mit Tetrahymena und verschiedenen
Beutebakterienarien zeigien, daB die iiberlebende Beutedichte um so groBer ist, je mehr
Réuber im System sind. Analog dazu verdffentlichten SAITOH & ASAI (1982) Ergebnisse, die
auf eine Behinderung der Nahrungsaufnahme durch hohe Riuberdichten hinweisen. HABTE &
ALEXANDER (1978 a/b) zeigien auBerdem, daB bei Zugabe von Wachstumsinhibitoren fiir
Bakterien sich deren Dichte stindig verminderte. Ferner gibt es Hinweise darauf, daB Teile
der Beutepopulation an den KulturgefiBwinden haften und so dem Réiuberzugriff entzogen
seinn kdnnen (RATNAM er al,, 1982), und daB einige Bakierienarien ungiinstig oder toxisch fiir
die Emiihrung von Protozoen (Ciliaten) sind (CURDS & BAZIN, 1977).

Hinreichende Erkldrungen fiir die beobachtete Persistenz einer siationiiren Réuber-Beute-
Kultur mit sténdig aktiven Riubern konnten bisher nicht gegeben werden. Erklirungsansitze
finden sich in den unter 1.2.3-4 beschriebenen Wechselwirkungen bzw. EinfluBfakioren anf
die Populationsdynamik (s.a. ALEXANDER, 1981).

Untersuchungen an kontinuierlichen Kulturen

Auch bei kontinuierlichen Kulturen (ein- und zweistufige Chemostaten) zeigte sich, daf}
vielfach relativ hohe Beutedichten mit aktiven Riubern koexisticren konnen (SAMBANIS
1985; BAZIN ez al., 1983; DRAKE & TSUCHIYA, 1977, 1976; ASHBY, 1976; CANALE ef al.,
1973; JOST et al., 1973; CURDS & COCKBURN, 1971, 1968; u.a.).

Bei zweistufigen Chemostaten wird in einer ersten Stufe die (bakterielle) Beute mit einem
geeigneten Substrat angeziichtet, und dann diese Suspension kontinnierlich dem zweiien, die
Réuberpopuiation enthaltenden Chemostaten zugefiihrt. Theoretisch wird fiir beide Chemo-
statenstufen ein stabiler Gleichgewichiszustand erwariet. Die verdffenilichien Versuche
zeigten jedoch lang andauernde Drifts (> 200 h), bis ein "Gleichgewicht" erreicht wurde
(SAMBANIS & FREDRICKSON, 1987), oder gedimpfic und ungedimpfie Schwingungen
(BAZIN e al.,'1983; ASHBY, 1676). HAMILTON & PRESLAN (1976) berichteten hingegen, daB
sich rasch ein stabiles Gleichgewicht in einem Chemostaten mit Uronema spec. und dem
Beutebakterium Serratia marinoruba einstellic. Sie dokumentierten ein Auswaschen der
Réiuberpopulati_on bei niedrigen Beutedichten, und wiesen darauf hin, daB Zellzahl- und
Biomasseausbeute von Uronema nicht proportional sind.

- Einstufige Chemostaten enthalten eine Beute- (Bakterien) und eine Réiuberpopulation
':(Protozoor.x). Der Beutepopulation wird iiber den Zulauf der wachstumslimitierende Nihrstoff
Zugg_:fiihrt. Ubersteigt die DurchfluBrate die Nettowachstumsrate der Organismen, werden sie
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ausgewaschen und es treten rduber- oder organsimenfreie Gleichgewichtszustinde auf. Es
wurden noch vier prinzipiell unterschiedliche, stabile Gleichgewichtszustinde fiir die
Koexistenz von Riubern und Beute beschrieben. Sie sind in Tabelle 1.2 dargestelit.

Art des Gleich- Phasendiagramm Zeitliche Verdnderung der %i?ﬁ;%%gg
gewichtpunkies Réiuberpopulation dichten nach dens
Start
l, A asymptotische
Y
=2
. = P
stabiler Knoten |2 s 1/
j=9
T f, dichte
- e
Beute Zeit
I B
/ 2| /)
£}
B { = ﬂ geddmpfie
= =
stabiler Fokus {2 | } 5 ¥ Schwingungen
’ 9
s o
Zeit
: |
§ ! Hineinlaufen in
z £ f\ f\ !I\ ungedimpfie
-ren-rrxn_fn_o f% g E ! i _g E i ‘ C‘C!-"- ‘hn!imnr\ﬁ
MALALLL Y RAS . - a ; i ! i ; i ORIV ITIE LI
,‘:‘E \ 3 H 3 ¥ %
YRV
Zeit
® A ungedidmpfte
g Schwingungen in|
g § Abhingigkeit
 Vortex  |& g von den
' A T Startbedingungen
e
Beute Zeit

“Tab. 1.2: Theoretisch ‘mégliche stabile Gleichgewichiszusiénde eines Rauber-Beute-Systems.
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In einstufigen Chemostaten wurde eine Reihe dynamischer Phinomene beobachtet
(zusammengefaBt von SAMBANIS, 1985; BAZIN ef al., 1983; DRAKE & TSUCHIYA, 1976;
JOST et al., 1973 a; CANALE ¢t al., 1973; u.a.):

@ In einem Protozoen und Bakterien enthaltenen Chemostaten koexistieren immer (?)
$0 hohe Beutedichien mit den Réubern, da8 eine zufillige Elimination der Beute
micht moglich ist.

@ In Abhingigkeit von DurchfluBrate und Konzentration des zufliefenden, limi-
tierenden Nihrstoffes (allochthones Substrat) werden Koexistenzgleichgewichte des
stabilen Fokus- und Grenzzyklus-Typus erreicht.

- ® Bei Koexistenz der Populationen fiihrt eine Verminderung der Durchflufrate (bei
konstanter allochthoner Substratkonzentration im Zulauf) dazu, daB ein oszil-
lierender Gleichgewichtszustand in einen geddmpft oszillierenden iibergeht.

@ Bei niedrigen DurchfluBraten ist die Konzentration des allochthonen Substrates im
Chemostaten konstant und anndhernd so hoch wie die Zulaufkonzentration
(SAMBANIS, 1985). Bei hohen DurchfiuBraten scheint die Konzentration des alloch-
thonen Substrates zu oszillieren.

& Gleichgewichtszustinde mit gedimpften oder ungedimpfien Schwingungen zeigen
bei konstanter DurchfluBrate, aber hohen und niedrigen Zulaufkonzentrationen des
allochthonen Substrates denselben Typ von Gleichgewichtszustand. Mit der
Verminderung der Subsiratkomzentration im Zulauf werden die Maxima der

Schwingungen der Populationsdichten verringeri.

Modelle eines mikrobicilen Riuber-Beute-Sysiems (Proiozoen-Bakierien-System) sollien

diese verschicdenen Beobachtungen hinreichend erkliren kénnen.

_E

L4 Mathematische Medelle zur Analyse der Dynamik von Riuber-Beute-
Systemen

Mikrobielle Rduber-Beute-Systeme mit Protozoen und Bakterien lassen sich mathematisch
gut mit Differentialgleichungssystemen beschreiben und analysieren: Die Populationsdichten
sind hoch, so daB} durchschnittliche Eigenschaften der Organismen und die

. Populationsdichten als kontinuierliche Variable betrachtet werden knnen. Reaktionen der
-Organismen erfolgen meist "momentan” im Verhilinis zur Zeitskala populationsdynamischer
- Ereignisse. Aufler in Synchronkulturen sndern sich die Populationsdichten kontinuierlich. Ein
Réuber-Beute-System ist im stabilen Gleichgewicht, wenn die Populationsdichten im
zeitlichen Mittel konstant sind. Fiir die Betrachtung von Gleichgewichtszustinden gilt daher,
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daB (im Mittel) die zeitliche Anderung jeder Population des Systems O sein muB. Fiir einfache
Modelle lassen sich die Bedingungen fiir die verschiedenen stabilen (s. Tab. 1.2) und
instabilen Gleichgewichtszustinde mathematisch analytisch bestimmen. Das Verhalten
komplexerer Sysieme kann jedoch meist nur mit numerischen Methoden (Simulationen)
untersucht werden. Analytische Methoden werden von WISSEL (1989), EDELSTEIN-KESHET
(1987), BAILEY & OLLIS (1986), HOWELL (1983) u.a. beschrieben.

Die Werte der Modellparameter miissen experimentell ermitielt oder geschiitzt werden,
wobei biologisch ein sinnvoller Rahmen vorgegeben ist. Populationsdichien werden ofi in
Biomasse- oder Zellzahlparametern ausgedriickt. Einige Autoren erachten diese beiden
Grofen als (annghernd) dquivalent. Subsirate werden mit Konzentrationen oder Stoffmengen
beschrieben. Um die verschiedenen GroBen miieinander zu verrechnen und um die Prozesse
stéchiometrisch darzustellen, miissen Aquivalenzfaktoren in die Modelle eingefiigt werden.

Besonders einfach ist ein Lotka-Volierra-Modell (nach CURDS & BAZIN, 1977). Es
beschreibt nur die zeitliche Anderung der Riuber- (c) und der Beutepopulation (b) :

%—%:gc be-doc (1.1.1)
db ;
I =& b-g b e i.1.2)

wobei g¢ die spezifische Wachstumsrate des Raubers, gp die spezifische Wachstumsrate
der Beute, d, die spezifische Absierberaic der Riuber und g.~ die spezifische FreBraie
darstellen. Dieses Modell sagt fiir stationdre Kulturen ein Koexistenzgleichgewicht vom
Vortex-Typ (s. Tab. 1.2} vorher, was nicht realistisch ist {vgl. 1.3.3.3). Diec Minge! dieses
Modeils sind offenkundig. Erstens miissen Laborkulturen von auBen mit Energie und
Nihrstoffen versorgt werden. Damit gibt es kein unbegrenzies Wachstum, was aber im
Modell durch die Konstante gp suggeriert wird. Zweitens gibt es auch rduberunabhingige
Verluste (Lysis, Veratmung) der Beutepopulation.

In Parallelitdt zu den experimentellen Systemen kann das Gleichungssystem 1.1.1, 1.1.2
um - eine Gleichung fiir die Substratkonzentration erweitert werden. Die konsianten
Wachstums- und FreBraten lassen sich durch kinetische Funktionen (Monod- oder Michaelis-
Menten-Kinetiken; s.1.4.2) ersetzen (z.B.: CANALE, 1970). So ergibt sich das Gleichungs-
systom: R U o _
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dC_lJmach

dt- L+b c-Dc¢ (1L.2.1)
db_ Umaxp S, 1 Umaxe b
at- Kaos b_Yc——L-i-b c-D b {(1.2.2)
ds 1 Umaxp S
E"‘Eu_ﬁ(—% b+D (sp—s) (1.2.3)

(s ist die Substratkonzentration, sp ist die Znlaufsubstratkonzeniration, tmayx bezeichnet die
maximalen spezifischen Wachstumsraten der Organismen, X und L sind die
Halbsittigungskonstanten der Wachstumskinetiken der Beute und der Riuber, ¥ kennzeichnet
die Ausbeuickoeffizienten zur Umrechnung von Wachsiums- in Fre3- bzw. Aufnahmeraten,
D die DurchfluBrate; Monod-Kinetik vgl. Tab. 1.3)

Auch die Vorhersagen, die dieses Modell macht, decken sich nicht mit der experimentell
nachgewiesenen Stabilitit des Systems. So sagt es fiir stationdre Kulturen die Ausrottung der
Beute vorher und fiir schwingende, kontinuierliche Kulturen so geringe Beutedichten, daf ein
zufdlliges Aussterben méglich wire. Auch die weiteren experimentellen Beobachtungen an
kontinuierlichen Kulturen (s. 1.3.3.3) lassen sich nicht reproduzieren.

Verschiedene Autoren untersuchten Modifikationen dieses Modells. Einerseits wurden
Erweiterungen fiir Flockenbildung (SUDQ ez al., 1975) oder Wandwachstum (SAMBANIS &
FREDRICKSON, 1989; BONOMI & FREDRICKSON, 1976; TOPIWALA & HAMMER, 1971) der
Bakterien eingefiigt. Obwohl diese Modelle einige qualitative Ubereinstimmungen mit den
Jﬁmsn Chamnotatanbualttnran zoictan 1ot ninht halage

eynpﬂme“!—ﬁileri anbﬂchf’]lﬂﬁﬂn aﬂ einsu LL&\J&L et TER NSNS L S S A TSN S DA e Y Ld\ll.él.\d.l.l., 200 1IEWELIL UULUE'—g
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daB alle experimentellen Beobachtungen auf Wandwachstum oder Flockenbildung beruhten.
Insbesondere fiir kurzfristige, siationdre Kulturen ist anzunehmen, daB dieser Einflu8 gering
war. Hinzu kommt, daf die beobachtete Abhingigkeit der spezifischen FreBrate von der
Réuberdichte (HABTE & AILEXANDER, 1978 a/b; s. 1.3.3.3) nicht reproduziert wurde.
Andererseits wurde versucht, die Wachstums- und FreSkinetiken zu ersetzen. JOST er al.
(1973 a/b) setzten sigmoide Nahrungsaufnahme- und Wachstumskinetiken fiir die Riuber und
Beutepopulation ein. Sie wurde aus einer hypothetischen Altersstrukturierung der
Réuberpopulation (Tetrahymena) hergeleitet. Fiir diesen Ansatz sind in den Gleichungen

1.2.1-3 die Monod-Funktionen durch

S ﬁmaxc b L Wmaxp b SRR
- @Ti+h) Gpry) 0w ®i+D) @40 S@33)

zu ersetzen. Das Modell beschreibt weitgehend zutreffend das dynamische Verhalten einer
einstufigen Chemostatenkultur. Allerdings lieBen sich keine Ubereinsiimmungen mit den
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Versuchsergebnissen stationéirer Kulturen erzielen. DRAKE und TSUCHIYA (1976) schiagen
nach ihren Versuchen mit dem Ciliaten Colpoda und dem Bakierium E.coli eine sigmoide
Wachstumskinetik fiir die Rduberpopulation und eine Monod-Kinetik fiir die Beute vor.

CUNNINGHAM & NISBET (1983) weisen auf eine Fre8- und Wachstumskinetik mit einem
Schwellenwert fiir die Aktivitit der Rduberpopulation hin:

b-
he=HEe O ung =0 wenn bob (132)

Diese Funktion sagt auch fiir stationiire Kuliuren eine Persistenz der Beutie vorher,
Enzysticrende Protozoen zeigen tatsdchlich einen Beuteschwellenwert fiir FraB und
Wachstum. Fortwiihrend freBaktive Arien wie Terrahymena besitzen eine solche Schwelle

dagegen nicht!

CANALE et al (1973) und spidter SAMBANIS (1985) griffen den Gedanken des
Nihrstoffrecyclings auf. SAMBANIS erweiterte das Gleichungssystem 1.2.1-3 um eine
Gleichung fiir organismenbiirtige (autochthone) Substrate, fiihrie einen zus#tzlichen
Verlustierm fiir die Protozoen ein, und analysierte dieses Gleichungssystem mit verschieden-

en Modifikationen:
dc Umaxe b
_..ft.= L-}-Cb C‘_(D‘*"YC) C (1.4.1)
/ - i
Qo (mmlb sl Meedh Sy L Mmme b pyy g4
= Byj+8]+ A7 S2 B+ S+ A2 8] e = v

- C'l_sz_ 1 Wmaxlp S] boD s + Zo 7 ©
at Yib Kj+s1+Ag S3 ‘ '
{1.4.3)
cds L _Bmadh 2y poposy (L4.4)

dt ™ Yo Ko+s2+ Az 5]

(A ist ein Faktor, der die EinfluBnahme des einen Substrates auf die Umsetzung des anderen
quantifiziert).

Ein wesentliche Problematik dieses Modells besteht darin, das Wachstum der

- Beutepopulation (Bakterien) auf zwei Substratklassen (des autochthonen Substrats s; und des

. allochthonen s2) zu definieren. Es gibt verschiedene Ansitze, diese Fragestellung zu

_ | -modellieren. Sie wird im Rahmen dieser Arbeit noch im Zusammenhang mit dem bakterielien
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Das Modell SAMBANIS sagt fiir spezifische Startbedingungen und eine spezielle Auswahl
der Parameterwerte ein Persistieren von Riuber und Beute in stationdiren Kulturen vorher. Die
Ergebnisse von HABTE & ALEXANDER (1978 a/b, s.0.) kann es nicht reproduzieren. In bezug
auf einstufige Chemostaten prognostiziert es nur fiir relativ wenige Kombinationen der
Betriebsparameter (Durchflulirate und Zulaufsubsiratkonzentration) die tatsfichlich
beobachibare Koexistenz von Riuber und Beute,

Neben diesen Modellen gibt es cinige Ansdtze zur sirukturierten Modellierung von
Populationen. Theoretisch kann die Biomasse einer Population in einen "strukturellen" und
eine "genetisch aktiven" Biomasseanteil unterteilt werden (s. BAILEY & OLLIS, 1986:;
FREDRICKSON ef al., 1970; RAMKRISHNA et al., 1867). Allerdings konnen diese Strukturen
kaum in meBbare Parameter umgesetzt werden. Es wurden schlieBlich einige
stoffwechselphysiologische Modelie entwickelt (DOMACH, 1983; HUNT ez al., 1977), die fiir
einzelne Populationen gute Vorhersagen treffen. Mit z.T. tiber 20 Differtialgleichungen pro
Population sind sie jedoch im Rahmen von Riuber-Beute- oder komplexeren Systemen kanm
anwendbar. Allein die Datenbeschaffung der einzelnen Parameterwerte fiir diese Modelle
erfordert einen erheblichen Aufwand.

VILLARREAL et gl. (1976, 1975) untersuchien ein nach Altersklassen strukturiertes
Differentialgleichungsmodell eines Tetrahymena-Bakterien-Systems und kamen, soweit
getestet, zu guten Resultaten. Allerdings wurden die Parameter des Modelis weiigehend
willkiirlich gewdhlt und nicht durch spezifische Experimente verifiziert.

PAVLOU (1983) stellte ein Zeit- und Individuen-diskretes Modell fiir die Rduberpopulation
(Tetrahymena) vor. Die ZeligroBe betrachtet er als Indikator fiir den physiologischen Zustand
der Zellen. Die R#uber konnen drei physiologische Zustinde (Schwimmen, Fressen,
Yermehien) einnehmen. Das Modell erfaubt auch die Simulation teilsynchroner Kulturen und
zeigt einige qualitative Ubereinstimmungen mit experimentellen Beobachtungen. Ansitze
dieses Modells werden in der vorliegenden Arbeit aufgegriffen.

- In jiingerer Zeit wurden rechnergestiitzte Mikrosimulationen unter anderem zur Analyse
von Riuber-Beuie-Systemen ecingesetzt (WOLFF, 1988). Sie definieren das Verhalten
einzelner R#uber- bzw. Beuteorganismen insbesondere auch in bezug auf riumliche
Strukturierung. Prinzipiell sind diesen Modellen von der Kapaziiiit der Datenverarbeitung
Grenzen gesetzt. Sie eignen sich zur Untersuchung der Dynamik zahlenmiBig geringer
Populationen unter Beriicksichtigung von "Uberlebensstrategien”.
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1.4.1 Nahrungsaufnahme und Wachstum

Viele Differentialgleichungsmodelle sehen Nahrungsaufnahme- und Wachstumskinetiken
in Proportionalitdt zueinander. In Tabelle 1.3 sind einige kinetische Funktionen der
Nahrungsaufnahme (functional response) dargestellt, wie sie teilweise im Zusammenhang mit
mikrobiellen Riuber-Beute-Systemen verdffentlichi wurden. Analoge mathematische
Formulierungen gelten auch fiir Wachstumskinetiken. Diese Kinetiken sind teilweise
aufgrund mechanistischer Vorstellungen oder rein deskriptiv hergeleitet worden. Die
Variablen in diesen Formeln reprisentieren die Populationsdichten bzw. Nihrstoffkonzen-
trationen im jeweiligen Lebensraum.

DROOP (1973) entwickelie fiir die Nihrstoffaufnahme der Algen ein Modell, das die
zellinterne Néhrstoffkonzentration zur Grundlage der spezifischen Nihrstoffaufnahmerate
macht. Das Modell trifft insbesondere fiir die mineralischen Nihrstoffe der Algen zu
(Silizium usw.), bietet aber keinen guten Ansatz fiir die Betrachtung der Aufnahme
organischer Verbindungen (BUTTON, 1985).

1.4.2 Metabolische Verlusie und Tod

Metabolische (endogene) Verluste an ZeHsubstanz (Veratmung, Exkretion usw.) und Tod
der Organismen werden in einfachen Modellen oft vernachliissigt. Insbesondere bei der
Betrachtung von Nihrstofftransfer und -recycling miissen diese Phinomene jedoch in

et . . ., dx .
Modellen beriicksichtigt werden. Ein mathematischer Ansatz ist %—; = - Ye° X, wenn x die

Biomassedichte darstellt und vy die spezifische Verlusirate (z.B. fiir den Grundstoffwechsel

Aufgenommene (organische) Nahrung wird nur teillweise zum Aufbau neuer Zellsubstanz
benutzt. Wesentliche Anteile werden dem Energiestoffwechsel zugefithrt und letztlich
mineralisiert bzw. veratmet. Dem wird in den zitierten mathematischen Ansiitzen durch
Proporiionalitdisfakioren {Ausbeuiekoeffizienien) Rechnung geiragen, die die aufgenommene
Nahrung in die entsprechende Biomasseausbeute konvertieren. Betrachtet man kurze
Zeitrdume, so ist dieser Ansatz unzureichend, da nicht davon ausgegangen werden kann, daB
die Nahrung augenblicklich in Energie und Biomasse umgesetzt wird (vgl. 1.1.2.1).
Ausscheidungen, dic parallel zur Nahrungsaufnahme erfolgen, lassen sich ebenso durch
Proportionalitdtsfaktoren zur Nahrungsaufnahmekinetik erfassen. Ferner kénnen durch den
'Bct_riebs— und Baustoffwechsel Produkte entstehen, die die Zellen ausscheiden.
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Bezeichnung der FreB-und
Formel Graph der analogen Quelle
Wachstumskinerik ;
{Charakteristik)
u=u; b; 2 functional response (FR)
fiir b>bg u=umaxc - Holling Typ I; (linearer | WISSEL (1989)
& e —— Anstieg)
L FR Holling Typ I,
u .—_E%a_:#bb & : Michaelis-Menten, Monod; | WISSEL (1989)
]
8- - "
3 o (hyperbolische Funktion)
g FR Holling Typ I, WISSEL (1989);
- Umaxe b7, 3 ,: :
=qn.pn ° i kooperatives Modell; CUNNINGHAM &
o1 Bl (sigmoide Funktion) | NISBET (1973)
g Mulsiple Saturation Model
_ Umaxe b2 E Si mOidﬁ Funktion IOST et al. (1973)
CCTieb) @20 | 3|/ (sig )
? Bauts
2 offset-Monod; CUNNINGHAM &
_ Umaxe (b - Q)) ? . .
="L+b_by : (hyperbolische Funktion) | NISBET (1973)
“ Beute
g BADER-Funktion; CUNNINGHAM &
u =M s / (stirker ansteigend als die ;| NISBET (1573 )
VL ++b L —— hyperbolische Funktion)
g |2 (Riuber-abhingige CURDS &
2 g . .
——Emix—_f_;) & é EJ hyperbolische Funkrion) COCKBURN
B (1968)
g J z (Réuber-abhingige
_ Umagxc b 2 g . - .
u==r @ +b) 5 hyperbolische Funktion) ASHBY (1976)
e Baute
Talb. 'f.3: Kinetiken der Nahrungsaufnahme, die fL‘tr die Beschreibung der Nahrungsauinahme (bzw.
des Wachsiums, s. Text) mikrobieller Organismen verwendet wurden. ¢ bezeichnet die jeweils
fressende bzw. wachsende Population, b die Nahrungspopulation, umaxe, Ue, L, bg und bg sind R
Modeilkonstanten. BRI
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2  Material und Methoden

2.1 Organismen vnd Stammkulturen

Tetrahymena thermophila 1768 A 1I; 17. Inzuchtkrenzung des Stammes A (1968),
Paarungstyp II; Bruns, Comell. Zur Verfiigung gestellt vom Institut fiir Tierphysiologie der

Universitit Gieflen, Prof. Jauker.
Tetrahymena thermophila wurde axenisch, verdunkelt, bei Raumtemperatur in

Reagenzglisern mit PPY-Medium (s. 2.3.3) gehalten und nach jeweils 2 Monaten in frisches

Medium iiberimpft.
Escherichia coli DSM 30083, vom Institut fiir Biotechnologie 3, Dr. Webb,

Forschungszenirum Jiilich. E.coii wurde bei 4°C auf NA I-Standard-Agarplatien (s. 2.3.1)
gehalten und alle 2 Monate und vor Versuchen iiberimpft.

2.2 Sterilitit

Medien, Kulturgefile, Probennehmer und sonstige zum sterilen Arbeiten notwendigen
Geréte wurden bei 121°C und 200 kP 15 min autoklaviert. Soweit moglich wurden sterile
Arbeiien unter einer Clean-Bench durchgefiihrt.

2.5 Medien

Stamnmidsungen wurden bei 4°C anfbewahrt, und die Medien jeweils erst direkt vor dem .

wxrre ne valne
Verbrauch angesetzt . Die Chemikalien wurden nach Herstelle Lausabuu geiagert.

2.3.1 NA-Agarplatien
fiir E.coli-Stammbkulturen und CFU-Bestimmung (s. 2.5.1).
.. Standard 1-Nihragar (Merck) wurde nach Herstellerangaben angesetzt. -

2.3.Zz DEF ENDG-Agarpiatten

zur Uberpriifung auf Kontamination der Versuche.

'DEF ENDO -Agar (Merck) wurde nach Herstellerangaben angesetzt. E.coli bildet auf
diesem Agar metallisch gold-griin glinzende Kolonien. Bei axemschen Versuchen ist d1e
- Zahl der Kolomen auf ENDQO- und Standard-I-N&hragar gleich. - ' e
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2.3.3 PPY-Medium
fiir Tetrahymena-Starnmkulturen. Die Zusammensetzung ist:

Proteose-Pepton (Merck) 10g
- Hefe-Extrakt (Merck) lg
A. dest. ad 1000 ml .

Das Medium wurde mit 1 N NaOH-Losung auf pH 7.2 £ 0.1 eingestelit.

2.3.4 BC-Medium
Das BC-Medium ist in den letzten 20 Jahren als Kulturmedium fiir die Mischkultur von

Tetrahymena- und E.coli-Stimmen entwickelt worden. Es muB in vier Chargen antoklaviert
wesden, um unerwiinschee temperaturabhingige Nebenreaktionen der Komponenten auszu-
schlieBen. Die Chargen wurden vor dem Autoklavieren filtriert (0.2 um Porendurchmesser,
Fa. Sartorius Cellulosenitratfilter, Unterdruckfiltration), um zur elektronischen Zellzahl-
bestimmung Medium mit wenig Fremdpariikeln einsetzen zu konnen (s. 2.5.2). In Tabelle 2.1
ist die Zusamruensetzung des Mediums aufgelistet.

Charge! Komponenten Endkonz. Anmerkungen
BCI [KH,PO, 0335¢
K,HPO,.3H,0 219 g
BCIO | (NH,),S0, 1.25 g
MgS0,.7 H,0 0.1 ¢
Ng,Mo0C,. 2 H,C 1.6 mi Stammlsg. 3 1 g/l
BCII | NaCl 1.0 ml Stamimlsg. & 10 g/l
Call,. 2H,0 20 ml Stammlsg. & 13.24 g/l
Nay(EDTA).2 H,0 10 mi Stammlsg. 3 2.8 g/l und
Fe(Cl;. 6 H,0 L - logl
lichtgeschiitzt autbewahrt
BC 1V | Glucose . H,O 0.55 g -
A.dest. ad 1000 ml

Tab. 2.1: Zusammenseizung des BC-Mediums (modifiziert nach SAMBANIS, 1985).
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2.4 Kulturtechnik

2.4.1 Versuchskulturen

Bei den Versuchen (Batch) wurden die Organismen in Kulturrghren (2.5 1, 0.3 1 oder 0.25
1) kultiviert (GROENEWEG & SOEDER, 1978). Der Aufbau ist in Abbildung 2.1 dargestelit.
Begasung und Durchmischung erfolgte iiber sterile Druckluft (Filter, Fa. Gelmann). Bei
Rulturen mit Volumina unter 0.3 1 wurden 40 /h Luft gegen 1.80 m Wassersiule einge-
blasen, Kulturen bis 1.5 1 Volumen wurden mit 60 Vh beliifiet. Das gewihrleistete anch bei
wachsenden Kulturen eine Oo-Sittigung. Fiir kurzfristige Versuche (bis 2 Tage) und bei
Vorkulturen wurde auf eine Befeuchtung der Zuluft verzichtet, da der Wasseraustrag
insgesamt unter 10% lag. Die Abluft wurde iiber einen Sterilfilier abgefiihrt. Probennchmer
waren liber einen VA-Stahlstab und Silikonschliuche mit dem Kulturgefd8 verbunden. Durch
Ausglithen des Stahlstabes konnte der Probennehmer steril gewechselt werden.

Die Kultivierung erfolgte im Wasserbad bei 25°C. Auf eine Verdunkelung der Kulturen
wurde letzdich verzichtet, da sie in Vorversuchen gegeniiber der Kultivierung bei kiinstlichen

Raumbeleuchtung keinen Effekt zeigte.

Zuluft

Ablufi

Proben-
nehmer
j 1 Sterilfilter
. 2 VA-Siahlrohr
Kulturréhre 3 Glaskapillaren

Abb. 2.1: Kultursystem fiir Batch-Kulturen,
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2.4.2 Vorkulturen
Vor den eigentlichen Versuchen wurden die Organismen in Vorkulturen an das BC-

Medium bzw. E.coli adaptiert.

E.coli-Vorkulturen wurden von den Stammplatien auf ca. 1010 Zellen/l in BC-Medium
liberimpft und ca. 24 h inkubiert. Aus dieser Vorkultur wurde dann das Inokulum fiir die
Versuchskultur eninommen.

Zur Vorkuliivierung von Tetrahymena auf E.coli wurden 1 ml bis 5 ml PPY-Stockkuliur in
eine vorgezogene E.coli-Kultur inokuliert und 24 h inkubiert. Davon wurden 5 ml bis 10 ml
in eine vorgezogene E.coli-Kultur {iberimpfi und 24 h inkubiert. Aus dieser Vorkultur wurde
dann das Inokulum fiir den Versuch entnommen.

Die Versuchskulturen, bei denen Ciliaten eingesetzt wurden, wurden mit einer 18-
stiindigen Vorkultivierung von E.coli begonnen und anschlieBend mit Tetrahymena beimpft.
Die gewiinschien Beuiezelldichten wurden fiber Wahl der Glucosekonzentration im Medium
und nach Zellzahlbestimmung in den Vorkulturen eingestelli.

2.4.3 Probennahme und Aufbereitung

Die Probennahme aus einer Kultur erfolgte nach mehrmaligem Befiillen und Riickspiilen
des Probenahmegefifies und anschliefendem sterilen Austausch des Probennehmers. Die
Probenvolumina lagen zwischen 5 ml und 10 ml. Sie wurden direkt nach Probennahme fiir die
verschiedenen Analysen aufgeteilt. 2-3 ml wurden fiir die DCC- und Glucosebestimmung 0.2
um filtriert (Cellulosenitrat-Filter, Fa. Sartorius) und bei -20°C gelagert. Die eingesetzten
Filter wurden zuvor 3 mal 20 min in A.dest. ausgekocht, um 18sliche Kohlenstoffreste aus den
Filtern zu entfernen (ca. 5 - 10 ug/Filter).

%.5  Mikrobiologische Grundgrofien

251 Plattenkeimzahl (CFD)

Neben der clektronischen Partikelzdhlung der Bakterien wurde die Plattenkeimzahl (CFU,
colony forming units) auf Standard 1-N#hragar ermitielt. Dazu wurden Aliguote der Proben
so verdiinnt, daf} etwa 100 bis 300 Kolonien auf den Platten zu erwarten waren. Es wurden 3-
fach Bestimmungen durchgefiihrt.

- Die Ubereinstimmung von CFU und Partikelzahl im bakteriellen Gro8enbereich hing von
der Wachstumsphase der Kultur ab. In den lag-Phasen des bakteriellen Wachstums wurden
Unterschiede bis zu einem Faktor 4 (Partikel:CFU) gemessen. In den folgenden Wachstums-

phasen lag der Faktor um 1.25% 0.25.
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2.5.2 Elektronische Partikelzihlung und GriBenanalyse

Sowohl die Bakterien wie die Ciliaten wurden mittels eines elekironischen
Partikelanalyzers (Particle Data, Elzone 280 PC) mit gekoppelien Computer (PC, IBM-
kompatibel; Fa. Sontag) gez#hlt und vermessen. Das MeBprinzip beruht darauf, daB Partikel
mit hohem elekirischen Widerstand in einer Elektrolytlosung eine Kapillare (Orifice, Apertur)
passieren, iber die ein konstanter Strom flieBi. Dabei &ndert sich der Widerstand iiber die
Kapillare (etwa) dem Partikelvolumen entsprechend und erzeugt ein meBbares Spannungs-
signal (s. ADAMS & GREGG, 1972; GROVER ¢z al., 1969, 1972; KUBITSCHEX, 1969).

Partikelzdhlung und Aufnghme der GroBenverieilung konnten gleichzeitig vorgenommen
werden. In die GroBenverteilung gingen im Wesenilichen nur der "ideale" Signaliyp, in die
Partikelzdhlung alle Signale des ausgewihlten Signalbereichs ein. GroBenverteilungen
wurden in logarithmischen Gréflenklassen abgebildet. Dag erlanbte es, Partikel, die grifler
oder kleiner als die Zellen waren, gleichzeitig mit dem GroBenspektrum der Organismen zu
erfassen (vgl. SAMBANIS 1985). Anderungen der Zellvolumina zwischen zwei Messungen
konnten so ohne Anderung der Geriteeinstellung und Zeitverzo gerung verfolgt werden.

Das fiir eine Z#hlung genuizte Probenvolumen wurde iiber eine "VolumenmeBstrecke"
ermitielt bzw. gesteuert: Quecksilber flieBt aus einem Reservoir durch eine Glaskapillare an
einer das Z&hlwerk einschaltenden und einer ausschaltenden Elektrode vorbei. Entsprechend
dem Volumenilull des Quecksilberfadens wird Probenldsung durch das Orifice gesaugt. Eine
Erfassung der Laufzeiten erméoglichte die Kontrolle der Zahiung anf Verstopfung des Orifice
oder andere Stérungen.

Die zur Analyse benutzten Elekirolyt- und Verdiinnungslsungen wurden zuvor mit 0.1
um Filter (Millipore) filtriert, um stérende Partikel aus den Losungen zu entfernen. Die
Eichung des Gerits erfolgte mit Latexpartikeln bekannter GroBe. Um methodische
Verfdischungen bei den Zihlungen und Aufnahmen der GroBenverteilunges: zu vermeiden,
wurden die Proben soweit verdiinnt, daf Koinzidenz bei weniger als 1% der Ereignisse zu
erwarten war (nach Herstellerangaben). Damit konnte auf relativ aufwendige Fehlerab-
schitzungen verzichtet werden (vgl. JAXSCHIX & SCHULZE, 1990 a/b/c).

Bei der Zihlung von Bakierien wurde vor der Probenmessung eine Messung mit der
Verdiinnungsvorlage durchgefithrt (Background). So konanten neben Partikeln in der
Verdiinnungsitsung auch elekironische Storungen erfaBt werden, die insbesondere die
Zihlung kieiner Partikel in der Probe beeinfluBten. Dieser Background wurde von der
Probenzihlung und GroBenverteilung anschlieBend subtrahiert. Bei der Zihlung der Ciliaten
Spiel_te der Background keine Rolle.
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2.52.17 Zdhlung und Grifenverteilung von Bakterien

Die Analyse von Partikein bakterieller GroBe wurde zuniichst nach Literaturangaben
durchgefiihrt (SAMBANIS 1985, DRAKE & TSUCHIYA 1976, JOST et al. 1973 a). Die damit zu
erreichende Auflosung (unter Einhaltung moderater Stromstirken) war jedoch relativ
schiecht. Insbesondere konnten keine exaktien GréBenverteilungen ermitielt werden.

Die zunichst gewihlte Einstellung war: 24 um Orifice, Probe in 1% NaCl-Losung
verdiinnt. Aufgrund vieler Storsignale im unteren Bereich der GroBenskala konnten mit der
alten Version des Steuerprogramms nur “"geschnittene” Verteilungen der ZellgroBe
ausgewertet werden (Abb. 2.2 a). Die kieinsten Zellen lagen am Rande der Aufldsungsgrenze
(der optimale Analysebereich fiir PartikelgréBen liegt zwischen 2 (5) und 60 (80) % des
Orificedurchmessers; KUBITSCHEKX, 1969; Geridte-Handbuch, Particle-Daia). Mit einer
neueren, iberarbeiteten Sofiware der Herstellerfirma konnten die Grofienverteilungen und
Zihlergebnisse etwas exakier ausgewertet werden, so dab fiir einige Messungen verwertbare
Schitzungen der Zellvolumina moglich waren. Eine leicht verbesserte Aufldsung bot der
Einsatz einer 3%igen NaCl-Losung als Elekirolyt und Verdiinnung. Die Bakterienzellen
schrumpfien zwar, aber ihre GroBe blieb wihrend der Messung konstant.

Letztendlich wurde ein 18 pm Orifice und 3% NaCl-Losung verwendet. Damit konnte eine
gute Aufldsung der Groflenverteilung (Abb. 2.2 b) auch fiir kleinste E.coli-Zellen erzielt
werden, und zudem die Zihlungen rasch durchgefithit werden {ca. 19 s/Zihiung). Das
analysierte Volumen betrug 20.4 pl pro Zshlung. Die Proben wurden so verdiinnt, daf3
zwischen 4000 und 20000 Partikel in 20.4 pl gezihlt wurden. Die Reproduzierbarkeit der
Zidhlergebnisse lag {iber 95%.

- Die verschiedenen Einstellungen des Partikelanalyzers ergaben unterschiedliche
Ergebnisse in den ermittelten absoluten ZeHvolumina fiir £.coli, jedoch #inderte sich ihre
Verteilung nur unwesentlich (HELLER, 1992). Die Ergebnisse waren also qualitativ gleich.
Die GroBenverhilinisse bei den verschiedenen Gerditekonfigurationen stelit Tabelle 2.2 dar.
im Folgenden werden die unterschiedlichen Gerdieeinstellungen an den entsprechenden

Stellen angegeben.
e Konfiguration min. Zellvolumen max. Zellvolumen
_(um?) (um?)
24 pum Orif./ 1% NaCl <{.313 0.702
24 pm Orif/ 3% NaCl < (1.298 0.676
18 pm Orif./ 3% NaCl 0.227 0.596

.__?a%}. 2.2: Gemessene mittlere Zelivolumina von E.coif bei unterschiediichen Einsteliungen des
Pariikelzahlgerates. Naheres s. Text.
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2.5.2.2 Ziékiung und Groflenverteilung von Tetrahymenea thermophila
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Die Auszidhlung und Vermessung der Ciliaten-Zellen konnte ohne Backgroundkorrektur
vorgenommen werden, da nur selten Fremdpartikel entsprechender GroBe im Elektrolyten
auftraten. Es wurde mit einem 95 um Orifice und 0.25% NaCl-Losung als Elekirolyt- und
Verdiinnungsiosung gearbeitet. Bei geringen Zelldichten wurden unverdiinnte Proben
ausgezihlt. Angeregt durch die Arbeiten von MORRISON & TOMKINS (1973) und ROBERTS
(1980) wurde die einzusetzende Elektrolytkonzentraiion in Vorversuchen ausgetest_et, da
schwankende Anderungen der ZellgréBe zu erwarten waren. Bei Verdiinnung der Probe in |

0.25%-'-NaCI-Lﬁsung blieb das meBbare Zellvolumen der Ciliaten iber 5 bis 10 min konstant:
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Abb. 2.3: GréBenverteilung von Tetrahymena thermophila in 0.25% NaCl-Lésung. Gemessen mit einem
95 pm Orifice.

und es war moglich, bei geringen Stromstiirken zu messen (Abb. 2.3). Das gemessene
Zellvolumen war um 10 - 15 % niedriger als in einer unverdiinnien Probe, Da sich das
miitlere Zellvolumen von Teirahymena in den Kulturen jedoch um ca. 90 % physiologisch
bedingt &nderte, ist dieser Fehler akzeptabel.

" Bedeutendere Fehler {bis 30%) ergaben sich bei der Zellzihlung, Dic Ciliaten hatten das
Bestreben, im Probengefidh nahe der Oberfliche zu schwimmen. Deshalb wurde die Probe
wihrend der Zihlung stindig geriihrt (Magnetrithrer). Insbesondere nach dem Uberimpfen in
beutereiche Kulturen waren die Zellen aber labil, so daB nur die ersien beiden Zihlungen
Werte mit geringer Abweichung ( < 10%) von einander ergaben. Wieviel Zellen tatsichlich
zerstort wurden bzw. wie gut die Probe durchmischt war, lieB sich oft nur im nachhinein
abschitzen.

Je Zihlung wurden 0.5 ml Probe analysiert, die Me3zeit betrug ca. 14 s. Es wurden die

Verdiinnuigen so gewdhlt, dafl nicht mehr als 3000 Zellen/0.5 ml gezihit und vermessen

wurden.
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2.5.3 Mikroskopische Analyse

Die Kulturen wurden auf Kontaminationen und zum Vergleich mit den Partikelzdhlungen
mikroskopisch uniersucht. Zudem sollte das Schwimmverhalten der Ciliaten mikroskopisch
beobachtet werden, um daraus Vergleiche zu ihrem FreBverhalten ziehen zu kénnen. Die
Probe (ca. (.2 - (.5 ml) wurde auf den Objekirfiger aufgebracht und ohne Deckglas bei 125-
facher VergroBerung im Dunkelfeld untersucht. Da Terrahymena unter dem Mikroskop rasch
das Schwimmverhalten &nderte, blieben zur Abschiitzung des Bewegungstypus maximat 30 s.
Innerhalb dieser Zeit gelang es nicht, mit der zur Verfiigung stehenden fotografischen
Ausstattung das Bewegungsverhalten zu dokumentieren.

Die Bakterien wurden im Phasenkontrast bei 600-facher Vergréficrung beobachtet. Die
mikroskopische Analyse wurde mit einem Mikroskop der Firma Leitz durchgefiihri.

2.5.4 Kontrolle der Bakterienkuituren

Zur Kontrolle der Bakterienkulturen anf Kontaminanten bzw. taxonomische Zuordnung
des Stammes wurde neben Routineausstrichen auf DEF ENDO-Agar zu Beginn der Arbeiten
der Stamm mit einer "Bunten Reihe" (Enterotube II, Roche) und mit "Sensititre" (Fa.
Radiometer) auf seine Einordnung iberpriift. Es wurde jeweils E.coli identifiziert.

2.6 Biochemische Analysen

2.6.1 Glucosebestimmung

Die Glucosebestimmung wurde zur Ermittlung der Wachstumscharakieristika des
verwendeten E.coli-Stammes und zur Kontrolle auf Glucosereste in den Versuchskualturen
eingesetzt.

‘Glucose wurde mit einem colorimetrisch-enzymatischen Nachweisverfahren gemessen
(modifizieri nach HOFLE, 1981). Der Nachweis beruhi auf einer Reaktionsketie mit den
Enzymen Glucoseoxidase (GOD) und Peroxidase (POD) und dem Chromogen o-Dianisidiii-
di-hydro-chlorid (DHj). Die GOD-Reaktion hat eine hohe Substratspezifitiit, so daB stérende
Reaktionen mit dem Kulturmedium unbedeutend sind. Die Reaktionsabfolge ist

GOD
. B-D-Glucose + HyO + Oy ——= Gluconat + HyOy -

BOD
H202 +DHy = D +2Hy0O
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Phosphat-Puffer (pH 7.0)
NayHPO, 138 g
NayH-POy 7.26¢
A.dest. ad 1000 mi
Enzym-Reagenz
GOD ca. 200 U/mg (Boehringer, 646423) 16.1 mg
POD ca. 200 U/mg (Boehringer, 127361) 7.5 mg
Chloroform 4 Tropfen
Phosphati-Puffer ad 1600 ml
' Chromogen-Reagenz

d-Dianisidin-di-hydro-chlorid (Sigma) S5g

A. dest. ad 1000 ml

Tab. 2.3: Bestandieile des GOD-Reagenz

Das GOD-Reagenz wurde jeweils vor der Messung frisch angesetzt, indem 1 Teil Enzym-
Reagenz zu 99 Teilen Chromogen-Reagenz gegeben wurde (Tab. 2.3). Das Enzym-Reagenz
war bei 4°C ca. 4 Wochen halibar.

Zur Messung wurden die gefrorenen filtrierten Proben (s. 2.4.3) aufgetaut und 10 min
gekocht, um native Enzyme zu denaturieren. (.1 bzw. 0.5 ml vorbehandelte Probe wurden zu
2.5 ml GOD-Reagenz gegeben, gemischt, 70 min bei Raumtemperatur inkubiert und danach
die Reaktion durch Zugabe von 10 pl konzentrierter Schwefelsiure gestoppt (pH 2).
AnschlieBend wurde die Extinktion bei 405 nm gegen deionisiertes Wasser gemessen (1 cm
Glaskiivetie; Photometer: Uvikon 820, Fa. Kontron). Die Eichung erfolgte mit BC-Medium
verschiedener Glucosekonzentration. Die Nachweisgrenze lag bei 0.001 g/f (Doppelbe-

stimmungen).

2.6.2 Bestimmung des geldsten organischen Kohlenstoffs (D00

Die Konzentration geldsten organischen Kohlenstoffs (DOC) wurde bei einigen Versuchen
bestimmt, um die Ausschiittung autochthoner Substrate durch die Organismen abzuschitzen.

Die Analysen wurden mit einem Xertex/Dohrmann Carbon Analyzer DC 80 durchgefiihrt.
Der Aufschluf des DOC erfolgt iiber UV-Bestrahlung. Das entstandene CO, wird mit einem
IR-Detektor (PIR-2000, Fa. Horiba) registriert, und das Ergebnis iiber einen Integrator
ausgedruckt. Die Eichung erfolgte mit Kaliumhydrogenphthalat-Standards (0.4 g/1 fiir
Proben-DOC von 0.01 g/1 bis 0.8 g/l oder 0.01 g/1 fiir Proben-DCC von 0.001 g/1 bis 0.05 g/l).
Nach Herstellerangaben sollte eine Einpunkteichung fiir einen MeBbereich ausreichen. Es

stellte sich jedoch heraus, daf} die Linearitiit des IR-Detektors nur kurzzeitig nach Einsiellung
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durch den Hersteller erhalien blieb. Fortlaufender Betrieb fiihrte zum Teil zu unregelmiBigen
Abweichungen (10% bis 20%) von der Linearitdt. Deshalb wurde bei den Messungen
zusiitzliche Standards in den DOC-Konzentrationen der Proben mitgemessen, um die
MeBwerte entsprechend zu korrigieren.

Die (aufgetauien) filtrierten Proben wurden mit 10 pl konzentrieiter Schwefelsiure ange-
sduert (pH 2) und der anorganische Kohlenstoff ca. 5 min mit Sauerstoff ausgegast. 0.2 ml
bzw. 1 ml Probe (Messungen im Bereich von 0.01 g DOC/1 bis 0.8 g DOC/A bzw. 0.001 g/1 bis
0.05 g/l) wurden mit einer "Unimetrics"-Spritze in einen Trigersubstratstrom (20 g/l
Raliumperoxodisulfat-Losung, angesduert mit 1 mi/l konzentrierter Salpetersiure) tiber 3 s
eingespritzt. Mit der Trigerfllissigkeit gelangte die Probe in den UV-AufschiuBireaktor, der
mit Sauerstoff begast wurde (2400 hP). Das entstandene CO, wurde mit dem Gasstrom iiber
eine Trocknung und Zinkkdmer, die der Chloroxidbindung dienen, in den IR-Detekior
geleitet. Es wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt; der Fehler lag unier 2%.

2.7 Methodik zur Trennung von E.coli und Tetraliymena thermophila

Um das verdeckte Wachstum der E.coli-Population bei Anwesenheit fressender Ciliaten
darstelien zu kdnnen, ist es notwendig, den Riuber zn einem ausgewihlien Zeitpunkt aus der
Mischkultur zu entfernen. Das folgende Anwachsen der Bakterienpopulation sollte dann
AufschiuB liber die spezifische Wachstumsrate und bakterienverfiigbaren Substratmengen
geben.

Ein zuniichst einfach erscheinendes Filtrationsverfahren wurde von SAMBANIS (1985)
vorgeschlagen. Seine Ergebnisse, eine quantitative Trennung von Tetrahymena und E.coli
ohne offensichtliche qualitative Anderungen des Kulturmediums, konnten jedoch nicht
reproduziert werden. Dabei mufl angemerkt werden, da3 die hier verwendeten Organismen
anderen Stimmen angehorten und andere Filter eingesetzt wurden. Ferner wurde bei anderen
Zelldichien gearbeitet.

Einfache Uberdruck- oder Unterdruckfiliration fiihrte zu umfangreicher Lysis der
Tetrahymena-Zellen und damit zum Eintrag von Zellinhaltsstoffen ins Filtrat. Dies spiegelie
sich in einem 10-fachen Anstieg der Partikeldichte im Filtrat gegeniiber dem unfiltrierten

Kulturmedium wieder.. . . -
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Als methodische Aliernativen wurden getestet:
e Trennung durch Anlegen cines elektrischen Feldes. (7. thermophila besitzt die
Eigenschaft, auf die Anode zuzuschwimmen; SLEIGH, 1975)
¢ Trennung durch Sedimentation-Gravitaxis/Aerotaxis.
» Trennung mit einer zweistufigen Filtrationskolonne aus Satorius-Filtrationsein-
heiten mit einem ersten 5 pm Filter (Cellulosenitrat; Sariorius) und einem zweiten
3 um Filter nur unter Ausnutzung des hydrostatischen Drucks der anfgegebenen

Kultursuspension.

Die erste Alternative konnie rasch verworfen werden, da der elekirische Strom zur
Zersetzung des Mediums fiihrie.

Bei Untersuchung der zweiten Aliernative wurde die Probe einer Kultur in einen 160 mi
Scheidetrichter iiberfithrt und 15 min bzw. 30 min stchengelassen. Anschlieend wurden aus
dem Scheidetrichter Proben 2 10 ml in Reagenzglaser abgefiillt und ausgezihlt. Das Ergebnis
fiir 15 miniitiges Stehenlassen ist in der Abbildung 2.4 dargestelit. Es wurde nur eine
unzureichende Trennung erzielt. Die DOC-Werte der einzelnen Fraktionen lagen zwischen
0.055 g/ und 0.07 g/l und zeigien keine Tendenz iiber die Fraktionen. Der 30-miniitige
Testansatz ergab eine schlechiere Trennung.
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Abb. 2.4: Trennung von Tetrahymena thermophila und E.colidurch Gravitaxis/Aerotaxis (15 min. im
Scheidetrichter). Fraktionsvolumen 10 ml.
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Bei der Untersuchung der dritten Alternative war es notwendig, eine zweistufige Filiration
vorzunchmen. Die alleinige Verwendung eines 3 m-Filters war ausgeschlossen, da dieser bei
hoheren Zelldichten rasch verstopfie und der hydrostatische Druck nicht ausreichte, die
Filtration durchzufiihren. Die alleinige Verwendung eines 5 um-Filters war ebenfalls
ausgeschlossen, da einige Tetrahymena-Zellen den Filter passieren konnten. Deshalb wurde
die Filtration letztlich mit einer Filtrationskolonne durchgefiihrt.

Das Versuchsergebnis stelit Abbildung 2.5 dar.

CFU
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: ey =i relativ -~
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= 100 = wito
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Abb. 2.5: Trennung von Tetrahymena thermophila und E.coli aus einer Mischkultur durch Filiration.
Probe 0 gibt die Anzahl an Zellen und Pariikeln in der Kultur vor der Filiration sowis den DOC nach
Druckfiliration (0.2 um) an. Probe 1 und 2 kennzeichnen parallele Fiitrationsversuche. Die CFUs sind
als prozentuale Einheiten gegeniber der Pariikeldichte in Probe 0 angegeban,

Einerseits ist ersichtlich, daB es hierbei gelungen ist, Terrahymena-Zellen aus dem Medium
zu entfernen. Andererseits verringert sich jedoch auch die Dichte der Partikel und CFU im
Filtrat. Bakterien werden also auf dem Filter ebenfalls zuriickgehalten. Hinzu kommi, da
sich auch das Verhdlinis von Partikel zu CFU verschob (Abb. 2.5, vgl. Ansatz 1 und 2). Dies
kann auf Partikeleintrag durch Lysis der Ciliaten hindeuien. Es konnte jedoch keine Zunahme
an Partikel 1m Filtrat nachgewiesen werden. Auch zeigte der DOC-Wert nach Druckfiltration
deutlich hohere Werte {Abb. 2.5, Ansatz 0) als bei schonendem Verfahren (Abb. 2.5, Ansitze
! und 2)..
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Die Methode ist die schonendste und effektvollsie bei der Abtrennung von Tetrahymena-
Zellen aus einer Kultur. Die Ciliaten wurden quantitativ aus dem Medium entfernt, und die
Wachstumsrate der Bakterien 188t sich trotz der eingetretenen Bakterienverluste schilizen.
Eine Uberschitzung von bakteriell verfiigharen Substratmengen und Wachstumsraten kann

jedoch nicht ausgeschlossen werden.

2.8 Computergestiitzte Auswertung und Modellierung

2.8.1 Anpassen mathematischer Funktionen an Mefidaten

- Funktionen wurden mit dem Programm "KaleidaGraph" (Vers. 2.1.2, Adelbeck Software)
tiber die Methode der kleinsten Fehlerquadrate an Mefdaten angepaBt. Als Kriterium fiir die
Giite der Anpassung einer Funktion wurde die Summe der Fehlerquadrate (RSS) benutzt.

2.8.2 Simulationen

Rechnergestiitzie Simulationen und Sensitivititsanalysen wurden mit dem Programm
"STELLA II"(Version 1.02, High Performance Systems) durchgefiihrt. Die Eingabe eines
Differentiaigleichungsmodelis erfolgte iiber graphische Symbole, die stellveriretend fiir die
mathematischen Grofen die Beziehung der Komponenten untereinander definierten. Gleich-
zeitig wird im Hintergrund eine mathematisch formulierte Auflistung der GréBen generiert.

Die Simulation lief nach einer auswihlbaren Iierationsmethode (Euler, Runga-Kutta 2.
oder 4. Ordnung) und mit vorw#hlbaren Iterationsschritten ab. Das Ergebnis kann tabellarisch

und graphisch ausgegeben werden.
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3  Wachstum von FE.coli

Dieses Kapiiel behandelt Versuche zum Wachstum von E.coli unter den von mir gewéhlten
Bedingungen. Zunichst wird das Wachstum von E.coli auf Glucose als limitierendem,
allochthonen Nihrstoff untersucht (3.1-3). Damit lassen sich Vergleichsdaten zu Literatur-
angaben von anderen Stimmen ermitieln, und es kdnnen Hinweise auf Wachstumsprozesse
erarbeitet werden, die bei der Kultivierung und Modellierung von Riuber-Beute-Systemen mit
allochthonen Substraten relevant sind (s. 5.5). In Kapitel 3.3 wird untersucht, ob bei der
Kuliivierung toxische Substanzen produziert werden. Die Kapiiel 3.4 und 3.5 widmen sich der
Frage, ob und in welchem Umfang autochthone Substrate von den Organismen (E.coli und
Terrahymena thermophila) {reigesetzt und durch die Bakierien verweriet werden. Abschlielend

werden die Ergebnisse diskuiiert (3.0).

3.1 Wachstum von F.coli auf Glucose

E.coli-Kulturen wurden, wie in Kapitel 2.4 erwihnt, auf Glucose als limitierender
Kohlenstoffquelle (C-Quelle) vorkultiviert. Das Inokulum fiir diese Versuche enistammte

jeweils einer Kultur in der frithen stationdren Wachstumsphase.

3.1.1 Wachstomskinetik
Glucose, in vielen Versuchen standardmifig eingesetzt, erzeugt komplexe Wachstumsphi-

nomens he: Raltarien Be iet halramnt Anﬂ hai hnhan noncsl-anzentrratinnen (~ 10 of1) sine
AIVEL e dAN Ll LA LI LRl AArils AT AL UUWAREZLAELLg LSLANF LJ%WI LALFLIRCIL \_u.uvua ARV SALEAEL L LALAR AL/ I R \I ERV ] &I-ﬂ} YR LY

Substrathemnmung und daf bei iiberschiissigen C-Quellen eine Produkthemmung (iiher pH)
durch ausgeschiedene Ketosiduren auftreten kann (BERGTER, 1983). Das verwendete Medium

schlieflt diese beiden negativen Effekie aus: Die Glucosekonzentration liegt mit maximal (.52
=l Aao RAa f himeninhamd otark gomiiffmes

it Azutlich 1nvtac Aae cenann tam Srabialla s
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dafB der pH-Wert in den Versuchen nur zwischen pH 7.0 und pH 7.2 schwankte.

Beim Einsatz geringer Glucosemengen (< 0.001 g/l) fithren diffuse, allochthone C-Quellen
zur Beeinflussung der Bestimmung der Wachstumsraten auf Glucose. SAMBANIS (1985) hat
dieses Problem bereits beschrieben und diskutiert. So zeigen die Wachstumskurven der
Kontrolle (0 g Gic/l, Abb. 3.1 a-b, Tab 3.1) ein deutliches Teilungs- und Biovolumenwachs-
tum an (Biovolumen = mitileres Zellvolumen ¢ Zelldichte). Die DOC-Werte beim Start der
* Kulturen deuten ebenfalls auf diffuse C-Quellen hin (Abb. 3.1 d). Der im Medium enthaltene
-Chelator EDTA hat daran nur einen geringen Anteil (9104 g/l).
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Abb. 3.1 s-e:
Batch-Versuche zur Wachs-
tumskinetik von E.coli auf
Glucose (Startkonz. s. Grafik).
Gemessene Paramster:
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Biovolumen,
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(Die Bestimmung der Partikel-
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einem 24 pm Orifice in 1%

NaGl-Lésung; s. 2.5.2.1)
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Der Eintrag von Substraten aus den Vorkuliuren kann aufgrund der 1000-fachen Ver-
diinnung vernachlissigt werden. Die Verwendung gesondert gereinigter Glasgeriite bei einem

Kontrollversuch hatte auf diese Beobachtungen keinen EinfluB.

Aus den Versuchen, die in den Abbildungen 3.1 a-e dargesielit sind, wurden die Parameter
der Wachstumskinetik fiir E.coli auf Glucose ermittelt und tabelliert (Tab. 3.1: spezifische
Nettowachsturnsraten, Ertrige; Tab. 3.2: alle extrahiericn Wachstumsparameter). Die Werte fiir
Berechnungen mit CFU-Daten sind nicht aufgefiihrt, da ihre Streuung relativ groB ist, und sie

keine Unterschiede zu den auf Partikel gestiitzten Daten lieferten.

Parameter Teilungswachstum Biovolumenwachsium
Monod-Kinesik
Hmax (b°1) 0.342 + 0.002 0.424 £ 0.010
K (g/1) (1.8 +0.18)-10-4 0.013 + 0.044
RSS 4.6:10-5 0.048
sigmoide Kinetik
Mmax (h-1) 0.341 + 0.003 0.409 + 0.003
K (g/) (4.2 +0.25):10-4 0.025 £ 0.041
RSS 7.3:10°5 0.047
Offser-Monod-Kinetik
Mimax (h'1) 0.134 + 0.004 0.224 £0.022
Mo (bl 0.209 + 0.005 0.204 £ 0.012
K (@) (6.7 £ 0.83)10-4 0.033 + 0.013
RSS 3.7:10-5 4.9.10r4 .
sigmoide Offset-Kinetik
Mmax (h1) 0.133 £ 0.005 0.204 £ 0.011
Ho (hh) 0.208 + 0.005 0.207 + 0.007
K (/D) (8.0 £ 0.65)-10% 0.040 % 0.005
RSS 7.2010°5 1.8:104
hochaffine Monod-Kinetik
Umax (1) (0.206)
K (g/l) (0.0009 - 0.0018) *
¥ (bl 0.001 0.008 + 0.006
Y (#/g) (2.51 £0.26) = 1012
(um3/g) (7.92 +0.71) = 1011

' .Tab. 3.2: Parameter des Wachstums von E.coli auf Glucose. gmax und K = maximale spezifische
Wachstumsrate und Halbsattigungskonstante der Kinetiken, y= spezifische Verlustrate (Lysis,

Metabolismus), Y = Ertragskoeffizient “Yield" ; *) : Literaturwerte; Counter - Messung mit 24 pm

Ka_pi[[are in 1% NaCl-Lasung).




54 3 Wachstum von E.coli

Fiir dic Berechnung der Wachstumskinetiken wurden die durch Regression an die
exponenticlle Wachstumsphase ermittelten spezifischen Nettowachstumsraten benutzi. Den
spezifischen Wachstumsraten wurde eine Monod- und eine sigmoide Kinetik (mit und ohne
Offset) angepalt (vgl. Tab. 1.4):

Hmax $ _ Mmax 8%
bzw.
Umax 8 Umax 82

HER e U ML

wobei s fiir die Glucosekonzentration steht und i die spezifischen Wachstumsraten
kennzeichnet. e

Die Einfiihrung eines Offset-Weries (lo) der spezifischen Wachstumsrate ermdglicht die '
Einbeziehung aller aus den Versuchen abgeleiteten Werte in die Berechnung (Summe der
Fehlerquadraie = RSS < 10-3). Sie kann damit begriindet werden, daB sich zumindest in den B
Versuchen ohne und mit geringen Mengen Glucose das Wachstum auf diffusen C-Quellen und
Glucose addiert und/oder ein hechaffines Aufnahmesystem fiir Glucose induziert war.

Um eine befriedigende Kurvenanpassung ohne Offset zu erhalten, muBien die Werte fiir die
Versuche mit O g Gl¢/l vernachldssigt werden, so dabB fiir die Teilungskinetiken RSS-Werte von
unter 10-3 erreicht wurden. Die Qualitit der Kurvenanpassungen von Monod- und sigroider
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Abb. 3.2: MeBwerte aus Tabelle 3.1 mit nichtlinearen Kurvenanpassungen von Monod-Kinetiken
~(Tab. 3.2) an die Teilungs- und Biovolumenwachstumsraten.




3 Wachstum von E.coli 35

Kinetik ist gleichwertig, jedoch kann dieser Unterschied dynamische Konsequenzen haben
(PAVLOU, 1985; DRAKE & TSUCHIYA, 1976; JOST et al., 1973 a), so daB er an dieser Stelle
auch beriicksichtigt werden soll.

Die Werie der Halbs#ttigungskonstanten (K; Tab. 3.2) zeigen Unierschiede in der Affinitit
der Teilungs- und der Biovolumenwachstumskinetik an (Abb. 3.2). So scheint die
Teilungskinetik generell einen niedrigen K-Wert zu besitzen. Fiir das Biovolumenwachstum ist
die Unterscheidung hoch- und niedrig affiner Kinetiken moglich, was von verschiedenen
Autoren gefordert wurde (TEMPEST & NEUSSEL, 1978; HOFLE, 1981; CHESBRO ez al., 1979).

3.1.2 Freisetzung von DOC beim Wachstum auf Glucose

Die Daten, die die Grundlage der bisher zur Wachstumskinetik gemachien Aussagen bilden,
sind mit den iiblichen Verfahren ausgewertet worden (Regression an den exponentiellen Teil
der Wachstumskurven zur Bestimmung der spezifischen Wachstumsraten). DaB dieses im
vorliegenden Fall kritisch ist, verdeutlicht die gerichtete Anderung der spezifischen Wachstums-
raien liber jedem MeBintervall (Abb. 3.3). Im Gegensatz zu der Annahime, daf die spezifische
Teilungsrate in der exponentiellen Wachstumsphase hinreichend konstant ist, 148t sich dies
zumindest fiir die drei Versuche mit hohen Glucosekonzentrationen nicht bestéitigen. Ahnliches
gilt wahrscheinlich auch fiir das Biovolumenwachstum, zu dem aber keine hinreichend genaue
Daten vorliegen (s. 2.5.2.1).

Die Kulturen niedriger Glucosekonzentrationen erreichten in kiirzerer Zeit ihre maximalen
spezifischen Teilungsraten als Kulturen mit hoheren Glucosekonzentrationen. Parallel zum
Anstieg der Teilungsraten erfolgte die Zunahme von DOC, der nicht dquivalent zur gemessenen
Glucosekonzeniration war. AnteilmiBig zum Start-DOC war im Ansatz mit nominal 0.02 g
Gle/1 die hochste Nichi-Glucose-DOC-Konzentration nachzuweisen; absolut verhielten sich die
Nicht-Glucose-DOC-Konzenirationen etwa der eingeseizien Glucosekonzeniration ent-

sprechend (Tab. 3.3).

Start-Glucose-Konzentration (g/1) max. auiochthoner DOC (g/1)
0.021 0.005
0.058 0.005
0.105 0.008
0.52 (.036

Tab. 3.3: Maximale Konzenirationan das autochthonen DOC in Batch Kuliuren belm Wachsium
von E coil auf G[ucose S
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Dieser autochthone DOC war zumindest teilweise fiir die Bakterien wiederverwertbar, da die
Konzeniration ein erstes Maximum bei ca. 10 h Versuchsdauer durchlief. Die rechnerisch nicht
der Glucose oder der Startkonzentration zuzuschreibenden DOC-Anieile miissen letzilich aus
dem Glucosemetabolismus oder der Lysis von E.coli stammen. Mdégliche Entsichungs- und
Umsetzungsprozesse und Kinetiken werden im Kapitel 3.6.1-3 diskutiert.

Die physiologische Wechselwirkung dieses autochthonen DOCs mit der Glucose 148t sich
nicht eindeutig beschreiben. Es wurden hohe Teilungsraten bei hohen Konzentrationen des
autochthonen DOCs ermittelt. Bei niedrigen Glucosekonzentrationen und niedrigen
Konzentrationen des Nicht-Glucose-DOCs wurden die jeweils moglichen maximalen Teilungs-
raten hingegen schneller erreicht. Es ist daher schwierig, eine fiir Glucose spezifische
Wachstumsrate oder Kinetik zu definieren. Neben dem zuvor eingeschlagenen Weg knnte
auch die Beriicksichtigung der maximalen Wachstumsraten begriindet sein. Es ergiiben sich
n6here spezifische Wachstumsraten und eine Angleichung der Werte der Halbsét-
tigungskonstanten von Teilungs- und Biovolumenwachsmumskinetiken. Nach den Ergebnissen
rechnergestiitzter Simulationen (s. Kap. 3.6) erscheint die hier ausfiihrlich dargestellte Aus-
wertung jedoch als sinnvoller.

Neben der Korrelation von Wachsiumsparametern zur eingesetzien Glucosekonzentration
wurden auch Korrelationen zur mittleren Glucose- und DOC-Konzentration im MeBintervall der
jeweils hichsten spezifischen Wachsiumsraien ermiiteit. Die Ergebnisse zeigten aber keine
bedeutenden Unterschiede zu den bisher gemachten Angaben.

Alle hergeleiteten kinetischen Werie fiir das Wachstum von E.coli auf Glucose decken sich
mit Literaturangaben (SAMBANIS, 1985; TEMPEST & NEIISSEL, 1978; VILLARREAL et al.,
1976; JOST et ai., 1973; u.a.).

Im weiteren Verlauf der Kultivierung, nach dem ersten DOC-Maximum und nach Verbrauch
der Glucose, ist weiterhin DOC nachweisbar (Abb. 3.1 d-e; 3.3 ¢), der ebenfalls ein autochiho-
nes C-Reservoir darstelit. Da dieses DOC-Niveau in den Kulturen langfristig bestehen bleibt,
kann vermutet werden, da8 nur geringe Anteile davon unmiiielbar fiir die Bakterien verfiigbar
sind. Kapitel 3.4 widmet sich der Wiederverwertbarkeit dieser Auscheidungsprodukie.
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3.2 Heterogenitit in E.coli-Kulturen, "autokatalytisches Wachstum"

Im Anhang C wird darauf hingewiesen, daBl und wie suboptimale Durchmischung von
Laborkulturen kinetische Experimente verfélschen kann. Entsprechend dem dort vorgesteliten
Verfahren solite die Heterogenitit in den Kulturrdhren (0.3 1) iiberpriift werden. Dazu wurden
aus einer {rith-stationdren Kultur per Zentrifugation (7500 rpm; 15 min) die E.coli-Zellen
geerntet, in BC-Medium mit 1g Glucose/l auf 4-1012 Zellen/1 resuspendiert und davon fiinf
Versuchskuliuren (BC-Medium mit 1g Glefl) auf verschiedene Zelldichten angeimpfi. Aus den
Zelldichten und Zellvolumenbestimmungen (Abb. 3.4; Counter-Messungen mit 18 um Orifice,
in 3% NaCl-Losung) wurden die in Tabelle 3.4 aufgelisteten spezifischen Wachstumsraten

errechnet.
Zelldichie U Biovolumen Wpry MeBpunkie
&) (1/h) (um3/1) (1/h)

1.3+ 109 0.311 6.3+108 0.311 2-4
6.8 « 109 0.345 3.6+ 109 0.355 2-4
6.3 - 1010 0.399 3.6 - 1010 0.411 2-4
3.0 1011 0.320 1.4+ 1011 0.361 2-4
7.4 0 1011 0.323 3.9 - 1011 0.342 2,3

Tab. 3.4: Spezifische Teilungs- (ppjund Biovolumenwachstumsraten () in Abh&ngigkeit von der
mittleren Zelldichte bzw. vom mittleren Biovolumen des MeBintervalls. (Glucosekonzentration basi
Start: 1 ¢fi)

Ein Optimum der Wachstumsrate im Ansatz mit 6.3-1010 Zellen/1 ist deutlich fiir das
Teilungs- und fiir das Biovolumenwachstum ausgeprigt. Ebenso zeigt das Zellvolumen ein

Optimum in der Kultur mit den héchsten spezifischen Wachstumsraten. Damit 188t sich die
hergeleitete Formel (s.Anhang C.1, Formel C.5.1) zur Auachatzmg der Homogeniidi nichi

anwenden.

Wie ist die scheinbare Autokatalyse des bakieriellen Wachstums zu erkliren? Wie bereits
erwihnt, scheidet E.cofli beim Wachstum auf Glucose Substanzen aus (s. Kap. 3.1.2).
Zumindest teilweise stehen diese Substanzen allen Organismen als Nahrungsreserve zur
Verfiigung. Je mehr Bakterien in der Kultur sind, desto hoher sind der Substrateintrag und
Umsatz. Analog weisen die Ergebnisse der DOC-Bilanz in Kapitel 3.1.2 auf diesen
Zusammenhang hin. Man kann sich vorstellen, daB im Fall dieses Versuchs Adaptation,
Exkretion und Heterogenitit der Kultursuspension zusammenwirkten. Die Bedingungen, unter

“denen man ein solches Resultat erwarten kann, werden anhand von Simulationen im Kapitel
3.6.3 dargestellt.
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Abb. 3.4: Wachstum von E.coli auf BC-Medium mit 1 g Glc/! und bai verschiedenen Starizelldichien.
(Das Zelivolumen wurde mit einem 18 pm Orifice und 3% NaCl-Lésung bestimmt.)
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3.3 Wachstum ven E.coli im konditionierten Medium

Substratausscheidungen der Bakterien wurden bereits mehrfach erwihnt. Gerade bei
Enterobacteriaceen muB jedoch auch mit Ausscheidung von Toxinen gerechnet werden, die das
Wachstum ebenfalls beeinflussen. Fiir diesen Versuch wurden die E.coli -Zellen einer spit
logarithmischen Kultur per Zentrifugation und Filtration (0.2 pm) aus dem Medium entfernt.
Das zellfreie Filtrat wurde erneut mit Glucose angereichert (0.02 1 Glucose-Losung auf 0.250
1), so daB die tibliche Glucose-Endkonzentration von 0.5 g/l erreicht wurde. Parallel dazu
wurde eine Kulturrdhre (0.250 1) mit frischem BC-Medium angesetzt. Beide Kulturen wurden
mit Bakterien aus einer vor der Aufarbeitung gezogenen Probe gestariet und Pariikeldichie und
Grife gemessen.

Abbildung 3.5 zeigt das Versuchsergebnis. Signifikante Unterschiede zwischen Wachstum
im konditionierten und frischen Medium zeigten sich nicht. Die Werte der spezifischen
Wachstumsraten der Kultur im konditionierten Medium waren etwas niedriger als die fiir die
Kultur im frischen Medium (Tab. 3.5). Das maximale Zellvolumen war hingegen in den
Kulturen mit konditioniertem Medium um ca. 6% groBer und der zeitliche Verlauf der
Zellvolumina war im Vergleich zur Kultur auf frischem Medium verschoben.

Die Daten ergeben also keinen Hinweis auf Selbsthemmung durch arteigene Toxine oder

dergleichen.
Ansatz/Parameter spez. Wachstumsraten] Korrelation  {MeBpunkte

konditioniertes Medium
spez. Teilungsrate (b1 0.297 £ 0.005 r=0..9958 3
spez. Biovolumenwachstumsrate (h'1)i  0.315 + 0.008 r=0.9996
frisches Medium
spez. Teilungsrate (h-1) 0.326 £ 0.008 r=(0.9996 5
spez. Biovolumenwachstumsrate (h-1) 0.330 £ 0.016 r=0.9997

Tab 3.5: Wachstum von E.coli auf Glucose im konditionierien und frischen BC-Medium (Kontrolle,
ob autofoxische Produkie freigesetzt werden).
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Abb. 3.5: Wachstum von E.cofjim konditicnierten und frischen BC-Medium, (Partikelvolumen mit 18

um Orifice, 3% NaCl-Losung gemessen). kond. und fr. kennzeichnen die Daten des konditionierten
und frischen BC-Mediums. Zum Zeitpunkt i=—~1 h wurde eine Probe entnommen und die Vorkuitur

aufgearbeitet. Bei 0 h wurden die Kuliuren gestartet.
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3.4 Wachstum von E.coli auf eigenen Ausscheidungsprodukten

Im vorigen Kapitel wurde festgestellt, daB E.coli keine persistenten autotoxischen
Ausscheidungsprodukte im signifikanten AusmaB bildet. Nunmehr wird die Moglichkeit
untersucht, ob arteigene Ausscheidungsprodukie als Nahrungsquellen (C-Quellen) genutzt
werden konnen. Dazu wurden parallel zwei Versuchskulturen angezogen, denen nach Erreichen
der maximalen Zelldichte (1.2:1012 #/1; Glucose colorimetrisch nicht nachweisbar) nach 17 h
bzw. 186 h je eine Probe entmommen, die Restkultur durch Zentrifugation und Filiration (5.3.3)
von E.coli-Zellen befreit und mit Bakterien der zuvor gezogenen Probe auf 107 Zellen/l bzw.
etwa 108 Zellen/l inokuliert wurde. Von der ersten Kultur (nach 17h geerntet) wurden nur
DOC-Proben und CFU-Proben gezogen, da bei den geringen Zelldichten keine exakie
Bestimmung mit dem Counter miglich war.

Die Versuchsergebnisse sind in den Abbildungen 3.6-7 dargestelli. Die errechenbaren
spezifischen Teilungs- bzw. Biovolumenwachstumsraten in den exponentiellen Wachstums-

phasen wurden in Tabelle 3.6 wiedergegeben.
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Abb. 3.6: Wachstum von E.cofi auf arteigenen Ausscheidungsprodukien in einer nach 17 h
Kuitivierung in der frihen stationdren Phase geernteten Kultur. Ernte zum Zeitpunkt t=0 h,
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Abb, 3,7: Wachstum von E.coff auf arteigenen Ausscheidungsprodukten in siner nach 186 h
Kuftivierung in der spaien stationdren Phase geemteten Kultur, (Partikelzahlung mit 18 um pruce

3% NaCl, s, 2.5.2.1). Ernte zum Zelipunkt t=0 k.

ir
n

Zeitpunkt d. Emnie Berechnung mit spez. Teilungsrate u (h'1) Korrelation
17 h CFU 0.501 *+ 0.067 =0.998
186 1 . CFU 0.554 % 0.018 r=0.9999
Partikel 0.521 + 0.027 r=(0.9995

Tab. 3.8: Spezifische Teilungsraten von E.coli in der exponentieilen Wachs‘tumsphase beim
‘Wachstum auf autochthonen Substraten. Der Zeitpunkt der Ernte gibt an, in welcher Phase siner

E.coli-Kultur das Medium fiir das Experiment gewonnen wurde (s.a. Text).
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Betrachtet man den Veriauf der BDCC-Werie, so miissen die Wachstumsraien als iiberschitzt
angeschen werden: Es kam zu einer DOC-Freisetzung bei und nach der Aufarbeitung und in der
nach 186 h geernieten Kultur zu einer Verringerung des DOC in folgenden Messungen bis etwa
auf das Niveau der Probe vor der Aufarbeitung. Das tatsichlich in einer Kultur vorhandene
Bakterien-verfiigbare Substrat ist also geringer als es das Versuchsergebnis suggeriert.
Vergleicht man fiir die nach 186 h geerntete Kultur den DOC-Wert der Vorprobe mit dem
minimalen DOC-Wert nach der Aufarbeitung, so 148t sich fiir diese Kultur ein tatsichlich
verfiigbarer DOC-Gehalt von ca. 0.001 g/l schitzen. Die erreichbare Zelldichte wiire dann nur
etwa 2 » 1091, Zentrifugation oder Sauerstoffmangel wihrend der Aufarbeitung scheinen also
zu einem erheblichen Teil zur DOC-Freisetzung gefithrt und die Aussagen iiber die Verfiig-
barkeit autochthoner Substrate verfilscht zu haben.

Es wird flir die Auswertung der Versuche in Kapitel 4 und fiir die Modellierung davon
ausgegangen, dall das Wachstum von E.coli auf C-Quellen, die von den Bakterien ausge-

schieden wurden, vernachlissigbar ist.

3.5 Wachstum von E.coli auf Ausscheidungsproeduktien von
Tetrahymena thermophila

Autochthone Substraie kdnnen in Mischkulturen von E.coli und Tetrahymena thermophila
durch beide Organismen freigesetzt werden. Die Mechanismen (Extrusion, Lysis, Exkretion,
Zersetzung extruierier Partikel) werden im folgenden summarisch behandelt, Es wird
abgeschiizt, welche Menge an autochthonen Substraten fiir E.coli verfiigbar ist und welche
Wachstumsraten die Bakierien erreichen. '

Fiir diese Untersuchungen wurden die Protozoen durch Filtration aus stationfiren
Mischkulturen entfernt, die mit ca. 1012 E.colifl gestartet waren. Auf die Problematik dieses
Verfahrens wurde bereits zuvor eingegangen (s. Kap. 2.7; Lysis, Subsiratverteilung,
einer Beispiel-Batch-Kuliur die Zeitpunkte, zu denen aus den tatsiichlichen Versuchskulturen
die Riuber entfernt wurden. (Das Kriterium fiir die Parallelitit der Beispiel- und der
Versuchskulturen war die Ciliaten- und CFU-Dichte.) Die elektronisch bestimmtien Zellzahlen
und GroBlenverteilungen (24 pm Kapillare, 1% NaCl-Ldsung) konnten mit einer neueren
Programmversion, die es ermdglichte, exakt den GroBenpeak der Bakterien zu vermessen,

tiberarbeitet und teilweise korrigiert werden.
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Abb. 3.8: Zeiipunkie (Pfeile} der Entfernung von Tetrahymena thermophila aus Mischkuliuren mit
E. coli verdeutlicht an einer schematisierien Beispielkultur (nach Abb. 4.2-3).

Einen Uberblick tiber alle Ergebnisse gibt Tabelle 3.7. Nicht aufgefiihrt sind die ebenfalls
ermittelten DOC-Werte. Hier wurden - bis auf eine Ausnahme - Werte von 0.043 £ 0.002 g/l zu
Versuchsbeginn und 0.054 & 0.002 g/l bei Versuchsende gemessen. Lediglich in Versuch 3
lagen die Werte zwischen 0.017 und 0.020 g/l. Da bei den DOC-Werten generell eine leichte
Zunzhme zu verzeichnen war, konnte das bakterielle Wachstum also nicht mit einem DOC-
Verbrauch korreliert werden. Der Austieg der DOC-Werte deuiet darauf hin, daB
Koliensiofiguellen noch znsiiziich in gebundener Form (partikulér) voriagen (vgl. SAMBANIS
& FREDRICKSON, 1588). Besondere Ergebnisse stellen die Abbildungen 3.9 und 3.10 fiir
Versuch 4 und 7 (vgl. Abb.3.8) dar. In Versuch 4 konnte die hichste spezifische Teilungsrate
ermitielt werden, und in Versuch 7 wurde neben einer hohen spezifischen Teilungsrate ein
zweiter Anstieg der Zellzanl (Partikel und CFUs) gemessen. Auch dies ist als Hinweis zu
werten, daB neben rasch verwertbaren Substraten (zumindest die ZellgroBen deuten keine
langere lag-Phase des Wachstums an) auch schwer verwertbare oder sekundir verwertete
Substrate oder ein Reservoir vorlagen. Hier konnten Exkrete (unverdaute Vakuoleninhalte) der
Ciliaten von Bedeutung sein, die sowohl lichtmikroskopisch als auch bei der elektronischen
- GroBenbestimmung als Partikel mit mehr als 2 um Durchmesser auffielen.
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Vers. Uy n r En Ly n r Epny
(1/h) (#1) (L/h) (um31)
1 0*) *) 0 %)
2 0.06 3 0.86 3.0:10° - - - -
3 0.159 3 0.97 3.2:10° 0.099 1 3 1 0.983 5.9-108
4 min (.288 2 2.2:1010 0.158 2 4.0-10°
4 max 0.353 1 2.2.1010 0.264 1 4.0-10°
5 0.183 4 1 0.985 5.8-1010 0.154 | 6 0.97 9.2.10°
6 0.123 5 0.98 8.0.10° 0.081 5 | 0.982 2.0-10°
7 min 0.241 4 1 0.98% 8.3:109 0.174 ; 4 | 0.992 2.6:10°
7 max 0.274 | 2 8.3-109 0.236 | 2 2.6°109
7.2 0.078 1 9.0:10° -

Tab. 3.7: Wachstumsparameter fir £. coli auf ciliatenbirtigen, autochthonen Substraten ent-
sprechend den in Abb. 3.8 indizierten Experimenten (naheres s. Text). up, pny: spezifische
Teilungs- bzw. Biovolumenwachstumsrate wahrend der exponentiellen Wachstumsphase; n: berick-
sichtigte MeBintervalle; r: Korrelationskosffizient; Ey Ep: Erirag an Zellzah! bzw. Biovolumen; min,
max: Kennzeichnung minimaler und maximaler Werte fir Versuche in denen die Festlegung des Be-
reichs exponentiellen Wachstums schwierig war.*} es konnten keine sinnvollen Daten ermiitelt

werden, da die Startzelidichte bereits zu hoch lag.

In allen Versuchen dieser Serie, die ausgewertet werden konnten, zeigten die Bakterien nicht
fur ein Teilungswachstum, sondern auch eine Zunahme des mittleren Zellvolumens. Setzt man
eine Monod-Kinetik des Wachstums voraus, so wire zu erwarten, da die Wachstiumsrate nur
von der Substratkonzentration abhingig ist. Die Bakierien sind bereits mit den Substraten in
Kontakt gewesen, also sollte auch keine Adaptation zu beobachten sein. Die GroBenzunzhme
der Zellen deutet jedoch an, daBl der Einzelzelle mehr Substrat zur Verfiigung stand als vor der
Filtration in der Mischkultur. Drei mogliche Mechanismen bicten eine Erklirung des
Phinomens:

@ Lysis eines Teils der Ciliaten,
@ heterogene Verteilung der Substrate in der Kultur;
o e Synchronisation der Bakterien durch Selektion kleiner ZellgroBen bei der Filtration

(vgl. Abb. 3.10).
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‘Abb. 3.10: Wachstum von E.coli auf autochthonen C-Quellen nach Entfernen von Tetrahymena
therrophila aus der Mischkultur (vgl. Nr. 7 in Abb. 3.8). ©~ : ahadk
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Die Wachstumskinetik der Bakterien fiir autochthone Substrate kann nur indirekt abgeleiiet
werden, da kein DOC-Verbrauch ermittelt werden konnte, Ein Aquivalent fiir die gegebene
Substratmenge ist die in den Kulturen erreichte maximale Zelldichte (s. Tab. 3.8: En, Eny).
Ordnet man ihr die entsprechenden spezifischen Wachstumsraten zu, so I48¢ sich insgesamt
kein Zusammenhang erkennen, der einer bekannten Wachstumskinetik entsprechen wiirde.
Insbesondere die niedrigen spezifischen Wachstumsraten der Versuche 5 und 6 fallen hier
heraus. Gerade diese wurden aber mit Kulturfiltraten ermittelt, bei denen die Bakteriendichte in
der Mischkultur ein deutliches Minimum durchlief. Zudem zeigt die im Versuch 5 erreichte
Zelldichte, daB relativ viel Substrat zur Verfiigung stand. Es lagen also in der Mischkultur in
diesem Zeitraum gualitativ andere Substrate oder inhibitorisch wirkende Substanzen vor, so daB
durch Frafiverluste und verringertes Bakterienwachstum ein relativ niedriges Niveau der
Bakterienzelldichte erreicht wurde.

Werden die Werte der Versuche 5 und 6 nicht beriicksichtigt, so ergibt sich die Moglichkei,
aus den restlichen Daten sigmoide und Monod-Kinetiken fiir das Teilungswachstum
abzuschitzen (Abb. 3.11 & Tab.: 3.8). Die Halbsittigungskonstanten (K) wurden mit den
Yield-Werten aus Tabelle 3.2 (s. Kap. 3.1.1) in Glucosesquivalente umgerechnet. Die
Unterscheidung zwischen Monod- und sigmoider Kinetik ist auch hier theoretischer Natur.
Beide konnen nur als Orientierung dienen, da der Datenumfang sehr beschriinki ist. Kinetiken
fiir das Biovolumenwachstum wurden nicht dargestellt, da sie aus 3 Daten geschéitzt werden
miifiten und daher kaum einen Aussagewert hitten.

Die Herkunft und der Umsatz der hier behandelten Substrate im Hinblick auf die Ciliaien
werden im Kapitel 5.3.2 diskutiert.

Teilungskinetik U= %mix :’ i= %%‘-%—Z-‘;—
Jiir Minimalwerte Tab.3.7
{imax (1/h) 0378 £0.12010.282 £0.044
K @D 0.3x5.1 4.0+ 1.1
KagGre @D 2.6:10°3 1.6-10-3
RSS 0.0057 0.0041
fiir Maximalwerte Tab.3.7
Umax (1/h) 0.526 +0.172 {0.368 £0.047
K #1) 9.8+6.9 48%1.1
Kaqarc (/D) 3.9.10-3 1.9.10-3
RSS 0.0061 0.0040

Tab. 3.8: Kinetiken fir das Teilungswachstum von E.cofli auf autochthonen Substraten (aus
kuhuren mit Tetrahymena). KE bezeichnet den K-Wert, der auf der Grundiage von Zellzahlertra-

aaaaaaa Aam o B soloms e L VATt fo T o)

- = Ahb 2 2 : :
i berechnet wurde {s. Abb. 3.11}; f\aq(;tc bezeichnet den Glucose-dguivalenten K-Went {s. Text),
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Abb, 3.11: Mogliche Wachstumskinetiken (nach Monod ) von E.coli auf Ausscheidungsprodukten
von Tetrahymena thermophila. Da einige Versuche keine eindeutige Aussage zulieBen, wurden
Kinetiken aufgrund von Minimal- und Maximalwerien errechnet. Die mit "x" gekennzeichneien
MeBwerie wurden aus der Berechnung herausgenommen (Naheres s. Text). Die Ziffern markieren die
Experimenie entsprechend Abb, 3.8,

3.6 Weiterflihrende Betrachtungen und Modelle zum Wachstum
von E.coli

Zu Beginn dieses Kapitels seien die bisherigen experimentellen Ergebnisse noch einmal

stichwortartig dargesteiit:
& Beim Wachstum auf Glucose scheidet E. coli Kohlenstoffquelien aus, die das

- Wachstum beeinflussen.

e

Es konnten keine Inhibitoren und Toxine nachgewiesen werden, die durch E.coli

freigesetzt wurden.
E.coli kann autochthone Substrate verwerten, die in Mischkultur mit Tesra.

thermophila gebildet werden.
Es gibt erhebliche methodische Probleme, das tatsichliche Wachstum auf

~autochthonen Su

hymena

bstrai_:en_ abzuschitzen (Durchmischung der Kulturen, Aufbereitung
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daraus drei aligemeinere Problemstellungen herleiten, die an dem vorliegenden System
betrachtet werden miissen und im folgenden erbrtert werden:
1. Substrate, Substratverwertung und Wachstum der Bakterien im Zusammenspiel der
verschiedenen Systemkomponenten,
2. methodische und strukturelle Einfliisse auf die ermittelten Daten,
3. Darstellung der Dynamik und Prozesse in mathematischen Modellen.

3.6.1 Substrataufnahme, -verwertung und Wachstum

3.6.1.1 Wachstum von Bakierien auf cinzelnen Subsiraten

Substrataufnahme und Biomassewachstum werden in der Regel als proportionale Prozesse
betrachtet. Ein Proportionalititsfakior (Ausbeutekoeffizient, Yield) setzt die Aufnahmekinetik in
Beziehung zu einer prinzipiell gleichen Wachstumskinetik. Im Bereich hoher Wachstumsraten
mit relativ konstanten metabolischen Verlusten bei der Umsetzung der Substrate und relativ
geringen Verlusten fiir den Erhaltungsstoffwechsel ist diese Annahme auch gerechtfestigt.
Grenzen sind dieser Betrachtung bei geringen Wachstumsraten bzw. bei wechselnden Umwelt-
bedingungen und wechselnden physiologischen Zustinden der Organismen gesetzt (s. 1.2.4.4;
1.4.2; FREDRICKSON et al., 1970; BUTTON, 1985).

In den meisten Versuchen zum Wachstum von E.coli auf Glucose und autochthonen
Substraten wurden relativ hohe Teilungsraten ermittelt, so daB annihernd die Proportionalitiit
von Substrataufnahme- und Teilungskinetiken gilt. Es kann jedoch in Abhéingigkeit von dem
physiologischen Zustand des Inokulums zu zeitlichen Verschiebungen zwischen Biovolumen-
und Teilungswachstum kommen (HELLER, 1992). Ferner scheinen diese beiden Wachstums-
prozesse nicht mit proportionalen Kinetiken abzulaufen (s. Abb. 3.2). Auch bestehen Zweifel,
ob in den Kulturen alle Bakterien tatséchlich mit diesen hohen Raten auf autochthonen
Substraten wachsen (s. 3.2; 3.5; Anhang C).

Die Adaptationsfihigkeit der Subsirataufnahmesysteme von Mikroorganismen an
verschiedene Substratkonzentrationen ist mehrfach beschrieben worden (z.B. TEMPEST &
NEUSSEL, 1978; HARDER & DUKHUIZEN, 1983). Fiir E.coli sind ein niedrigaffines und ein
hochaffines Aufnahmesystem fiir Glucose (K = 0.018 g/l und K = 0.0009-0.0018 g/1) und
eine Reihe anderer Substanzen dokumentiert. Die gemessenen, relativ hohen Wachstumsraten
in Kulturen mit geringen Glucosekonzentrationen (s.3.1.2) konnen auf derartige Phiinomene
‘hinweisen. Die ermittelien Werte der Halbsittigungskonstanten fiir das Biovolumenwachstum,
-liegen im Bereich der hochaffinen Kinetiken (s.0. TEMPEST & NEIJSSEL, 1978; Tab. 3.2,

ermittelten Kinetiken i
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Kinetiken. Die in Kapitel 3.1.1 aus den Versuchen abgeleiteten Kinetiken konnen also nur eine
durchschnittliche Aussage iiber das Wachstum von E.coli im untersuchten Konzentrations-
bereich machen. Gleiches gilt fiir die Wachstumskinetiken in bezug auf autochthone Substrate.
Fiir die Fragestellung, welche wesentichen Wechselwirkungen dic Stabilitiit des Riuber-Beute-
Systems von Tetrahymena und E.coli begriinden (s. 1.1.1), sind die gewonnen Daten zunichst

hinreichend,

3.6.1.2 Bakterielles Wachstum auf Substratgemischen

Neben der Steuerung der Aufniahme eines Subsiraies bei unterschiedlichen Konzentrationen
stellt sich die Frage der Steverung von Aufrahme und Wachstum bei Vorliegen unterschied-
licher Substrate (Substratklassen). Dies ist fiir alle vorgesiellten Versuchsergebnisse relevant,

Diauxisches oder oligoauxisches Wachstum (s. 3.5) konnte nur bei langfristigen stationiren
Kulturen mit autochthonen Substraten dokumentiert werden (s. Abb. 3.10). Wahrscheinlich
wurden zunichst leicht verfligbare und spiiter schwer verfligbare Substrate verbraucht. "Kyber-
netische Modelle” (KOMPALA e al., 1984, 1986), die die optimale Strategie fiir das Zellwachs-
m modellieren, bieten einen moglichen Ansatz, derartige Phinomene rechnerisch zu erfassen.
Auf der Ebene von Mischkulturen und Mischsubstraten sind sie jedoch sehr komplex und ent-
zighen sich daher oft experimentellen Vergleichen (s. 6.2). AuBerdem ist aus den durchge-
fihiten Versuchen ersichilich, dal beim Wachstum von E.coli auf dem Gemisch autochthoner
Substrate Diauxiephinomene selten auftreten (s.2. HARDER & DUKHUISEN, 1983). Dies legt
nahe, essentielle Substratkiassen statt einzelner Substrate zu betrachten, wie dies z.B. bei der
Diskussion von Versuchen zu Abwasserreinignngsverfahren geschehen ist (ROHNKE, 1989;
DAIGGER & GRADY, 1977, CURDS, 1971, 1973 &/b). Fiir die weiteren Betrachtungen soilen
die autochthonen Substrate (C-Quellen) ebenfalls als eine Substratklasse aufgefalt werden.
Dem gegeniiber steht das allochthone Substrat Glucose, das bei der Kuliivierung in
vergleichsweise hohen Konzentrationen eingesetzt wurde und insbesondere bei der Betrachtung
kontinuierlicher Kulturen von Bedeutung isi (s. 1.3.3.3 & 5.5).

Rijckblickend auf eine Reihe dlterer Verdifentlichungen unicrsuchien PAVLOU & FREDRICK-
SON (1989), BALTZIS & FREDRICKSON (1987) und SAMBANIS (1985) unstrukturierte Modelle
i_i_ber die Nutzung zweier Substrate in mikrobiologischen Kulturen. Sie unterscheiden in bezug
auf das bakterielle Wachstum 4 Nihrstofftypen (SAMBANIS, 1985; Tab.3.9):

" - komplementire Substrate, die sich erginzen aber nicht ersetzen konnen (z.B.: Glucose
 "und Sauerstoff),
--antagonistische Substrate, die sich gegenseitig, aber einander hemmend, ersetzen konnen
" (s. Katabolit-Repression, SCHLEGEL 1985),
R - substituierbare Substrate, die sich gegenseitig ersetzen kinnen,

- - augmentative Substrate, die sich additiv erginzen.
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komplementire Substraie substimierbare Substrate
s =Rt iy = G2
antagonistische Substrate augmeniative Substrate
O werrs e etrrey i M i ST SR
S1, & Substraie
ik spezifische Wachsmmsraien
Hmax maximale spezifische Wachstamsraten
K Halbsittigungskonstanten
K; Inhibitor-Konstanie
4 Gewichmngsfakior

Tab. 2.9: Wachstumskinetiken fir die inierakiion zweier Substraie auf der Basis von Monod-
Funktionen (s. Text).

Bei Verwendung von Glucose als allochthones Substrat bietet das antagonistische Modell
einen guten Ansatz, die gegenseitige Beeinflussung von Glucose und auiochthonen Substraten
zu beschreiben: Im Rahmen der Katabolit-Repression hemmt Glucose die Verstoffwechselung
einer Reihe anderer C-Quellen (NEIDHARDT, 1987; FISHER & SONENSHEIN, 1991; 5.5.5).
Untersuchungen von HUANG et al. (1981) weisen darauf hin, daB autochthone Substraie u.U.
essentielle Nihrstoffe enthalten und den AufschiuB anderer C-Quellen erst ermdglichen. In
diesen Fillen ist der Finsatz des Komplementiir-Modells begriindet. Dieses Beispiel
unterstreicht auch, daB eine Einstufung autochthoner Substrate als reine C-Quelie zu eng gefalt
ist. Gerade fiir Mischkulturen und komplexe BiozOnosen in biotechnologischen Verfahren

A vl ek 3 P4 3 : 3 i 1 i
(Boden- und Gewiissersanierung) konnte eine differeziertere Betrachtung wichtig sein.

3.6.2 Freisetzung bakierienbiirtiger, autochthoner Substraie

Neben dem Zusammenwirken von Substraten in bezug auf das bakterielle Wachstum ist ihre
Herkunft fiir die Dynamik einer Kultur von Bedeutung. Sie konnen metabolisch (katabolisch)
ausgeschieden, durch Lysis und aus primér nicht abbaubarem Detritus durch biologische, aber
auch chemisch-physikalische Reaktionen freigesetzt werden. Diese Freisetzungen konnen zu
vollig unterschiedlichen Zeitpunkten der Kultivierung eine Rolle spielen und miissen auch
qualitativ-nicht identisch sein.

.Bedeutung, potentielle Herkunft und Wechselwirkungen von Subsiraten konnen mit den
Zuvor dargestellten Versuchen und mit vergleichenden computergestiitzten Simulationen erortert
werden. Aufgrund fehlender Daten wurden Prozesse der Substratfreisetzung aus Detritus
' éusgcklammert. (Detrituspartikel - Schwebstoffe mit {iberwiegend organischem Anteil - stellen
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wahrscheinlich ein Reservoir an Nihrstoffen dar, die nur langsam freigesetzt werden. Es sind
dhnliche, aber zeitverzogerte Effekte gegeniiber primir verfiigbaren Substanzen lytischen
Ursprungs zu erwarten.)

Die zur Simulation eingesetzten mathematischen Modelle sind in Anhang D formuliert. Sie
greifen das antagonistische Modell fiir das bakierielle Wachstum auf, Vereinfachend wurde
angenommen, daf die Wachstumskinetik fiir autochthone Substrate der Wachstumskinetik fiir
allochthone Substrate entspricht. Es wurden Monod- und sigmoide Wachstumskinetiken
simuliert, was aber hier keinen wesentlichen EinfluB auf die Ergebnisse hatte. Hoch- und
niedrigaffine Kinetiken wurden nicht beriicksichtigt.

Es wurden nur die Substrataffinititen variiert (s. Anhang D). Die Simulationsergebnisse
werden verallgemeinernd (skaliert) dargestellt, da sie auf einer Reihe vereinfachender An-
nahmen beruhen. In den Graphiken sind die MeBergebnisse zur Orientierung eingezeichnet.

Die Freisetzung autochthoner Substrate durch die Protozoen wird in Kapitel 3.3.1 diskutiert.

3.6.2.1 An Lysis oder Grundstoffwechsel gekoppelie Subsiratausscheidungen
Zunichst soll die Freisetzung autochthoner Substanzen durch Lysis und Grundstoffwechsel,
d.h. proportional zu Biomasseverlusten (Biovolumenverlusten) der Bakterien, erdriert werden:
Das allochthone Substrat wird mit einer gewissen Effektivitit (Yield; hier: Yy = 7.92-1011
um3/g; s. Tab. 3.2) in bakierielles Biovolumen iiberfithrt. Mit einer spezifischen Verlustrate
(Yp= 0.008 /h; s.Tab. 3.2) nimmt das Biovolumen durch Lysis und katabolische Prozesse
(endogene Verluste) ab. Einen Anteil dieser Verluste (Zp) stellt das autochthone Substrat dar.
Die Ausbeuie autochthoner Substrate aus den Verlusten kann mit der in dieser Arbeit
verwendeten Methodik nur indirekt bestimmt werden. Wachsen Bakierien (b) auf autochthonem
Substrat (s7; vgl. 3.4.5), so kann im Idealfall die Dynamik mit einem Differentialgleichungs-

sysiem beschrieben werden:

db

@ = HEn-w)b (3.1)
dsy 1 , 3
_dt 2(— _Y_] ii(S]) -+ Z’g ’Yb)b (3°2)

Beim Erreichen maximaler Biovolumendichte gilt dann

.%=0.=(U(S])'Yb )b <=> W)= {3.3)

_ und damit .~ -
NHERS S dsg ¢ 1
a=(w+ Zs)w b (3.4)

wobei Li(s;) die spezifische Wachstumsrate ist.
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Es sei angenommen; daf % = 7p (d.h.: die Umsetzung von Substrat in Biomasse und von
Biomasse in Substrat erfolgt mit gleicher Effizienz 1) und Yy = Ysist. Mit dieser einfachen
Niherung ergibt sich dann Zp= 1.26¢10-12 g/um3. Biologisch realistischer sind nicdrigere
Werte, da Substrate, die in Biomasse umgewandelt wurden, nicht wieder in die gleiche Menge
Substrate zuriickiiberfithrt werden konnen. Simulationen, die auf diesem Wert beruhen,
beziehen sich daher auf eine Uberschitzung der Substratausschiittung, d.h. siec beschreiben
diesbeziiglich einen "giinstigsten Fall",

Die Abbildung 3.12 gibt die Simulationsergebnisse fiir eine Kultur mit 0.5 g Glc/l (analog
Abb. 3.1 a-d) auf der Grundlage des antagonistischen Modells mit Monod-Kinetiken wieder.
Die tatsichlichen (skalierien) MeBwerie {fiir die antochthonen Substrate nur der Nicht-Glucose-
DOCC in der mittleren Kultivierungsphase, s. 3.1.2, Abb. 3.3) wurden den Simulationen gegen-

tiber gestellt .
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Abb. 3.12: Simulation des Wachstums von E.coli auf Glucose und autochthonen Substraten mit
dem antagonistischen iModell (s.Text) und Monod-Kinetiken. Es wurde die Halbsattigungskonstante
fir das Wachstum auf autochthonen Subsiraten (Ky) variiert. Die autochihonen Subsirate entstam-
~men Lysis und Grundstoffwechselprozessen der Bakierien. Zum Vergleich wurden die MefB3werie der
~entsprechenden Kuliur aus Kapitel 3.1 eingezeichnet. (Skalierung s. Anhang D)
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Die Biovolumendichte der Bakterien, die spezifische Wachstumsrate und die Glucose-
konzentration sind von der gewihlien Variation der Halbsittigungskonstanten (K-Werte) fiir die
Wachstumskinetik auf autochthonen Substraien weitgehend unbeeinfluflt. Neben der
vorhandenen Glucose akkumulieren bei hohen K-Werlen mehr autochthone Substrate als bei
niedrigen. Die inhibitorische (antagonistische) Wirkung des Glukoseumsatzes auf die
Umsetzung der autochthonen Substrate vermindert sich mit dem Verbrauch der Glucose. Die
Konzentration autochthoner Substrate durchliuft ein Maximum. Weder eine Zunahme der
spezifischen Teilungsrate noch hinreichend hohe Substratkonzentrationen (Nichi-Glucose-DGC
der mittleren Kultivierungsphase 10-20h; s. Abb. 3.3) konnten den experimentellen
Ergebnissen entsprechend simuliert werden.

Aufgrund dieser Ergebnisse ist es unwahrscheinlich, daB die Menge der autochthonen
Substrate, die in der Kulturphase bis 20 h ausgeschieden wurden, aus Lysis oder Grundumsatz
der Bakterien stammen. Lediglich langfristig vorhandene autochthone C-Quellen kdnnten
diesen Prozessen zu htherem Mengenanteil entstammen.

3.6.2.2 An den Glucoseumsaiz gekoppelie Subsiratausscheidungen

Die Kopplung der Freisetzung autochthoner Subsirate an die Umsetzung der Glucose fiihrt
zur Vorhersage vorlibergehend hherer Konzenirationen autochthoner Substrate in den frithen
Phasen der Kuitivierung (vgl. BERGTER, 1989; HOFLE, 1981). Die autochthone Subsiraikon-
zentration ergab sich wie zuvor aus dem Wechselspiel von Substratausschiittung und
-verbrauch. In Ermangelung einer detaillierten Vorstellung beider Prozesse wurde deshalb von
denselben Basisgriflen ausgegangen wie im Kapitel zuvor. Die Freisetzung autochthoner
Substrate durch Lysis usw. blieh aber unberiicksichtigt. Hingegen wurde die Freiseizung
autochthoner C-Quellen rechnerisch mit einer Quote an den Glucoseumsatz gekoppelt (s.
Anhang D). Aus den vorliegenden Daten lieBen sich Werte von bis zu 70% w/w Ireigeseizie
autochthone Subsiraie pro verbrauchier Giucose zu Beginn der Kuitiviernng berechnen (s.
3.1.2). Im weiteren Verlauf der Kuitivierung wurden aber nur wesentlich niedrigere Werte
ermittelt. So wurde fiir die Simulationen ein 30%iger Umsatz der Glucose zu autcchthonen
Substraten angenommen. Das Simulationsergebnis (antagonistisches Modell mit Monod-
Kinetiken) ist in Abbildung 3.13 dargestelit.

Alle Modellvariationen sagen fiir die "exponentielie” Wachstumsphase deutlich ansteigende
spezifische Wachstumsraten und eine bedeutende Freisetzung und Akkumulation von
autochthonen Substraten in der mittleren Kultivierungsphase vorher. Sie stehen damit im
(qualitativen) Einklang mit den Versuchsergebnissen des Kapitels 3.1.2. |
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Abb. 3.13: Simulation des Wachstums von £.colf auf Glucose und autcchthonem Substrat mit dem
antagonistischen Modell (s.Text) und Monod-Kinetiken. Es wurde die Halbsattigungskonstante fiir
das Wachstum auf aufochthonen Substraten (K1) variiert. Die auiochthonen Substrate entstammen
Lysis und Grundstoffwechselprozessen der Bakierien. Zum Vergleich wurden die MeBwerte der
enisprechenden Kuliur aus Kapitel 3.1 singezeichnet. (Skalierung s. Anhang D)

‘Ebenso erkldrt das Modell mit der an den Glucoseumsatz gekoppelien Substratfreisetzung
die Ergebnisse des Kapitels 3.2 (Abb. 3.14; Anstieg der spezifischen Wachstumsrate bei
steigender Siarizelldichte bis zu einem Maximum). Eine Erhéhung der Starizelldichte fiihrt zu
einer erhdhten Freisetzung autochthoner Substrate und einer raschen Steigerung der
spezifischen Wachstumsrate (vgl. Abb. 3.13). Bei hohen Zelldichten werden - wenn iberhaupt
- hohe Wachstumsraten nur kurzfristig erreicht. Dies konnte meftechnisch nichi mehr aufgelost
werden. Das fiihrte zur Verringerung der gemessenen spezifischen Wachstumsrate nach
Uberschreiten einer bestimmten Starizelidichte. Auch kann nicht ausgeschlossen werden, daf
bei hohen Zelidichten eine Inhomogenitidt der Kultur zum Tragen kam (weswegen ja der

“Versuch eigentlich unternommen wurde; s.a. Anhang C).
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Abb. 3.14: Simulation des Wachstums von E.coli auf Glucose bei verschiedenen Startzelldichten
(Biovolumendichten). (antagonistischen Modeli, Monod-%(metaken Substratausscheidungen an den
Glucoseumsatz gekoppelt; vgl. Abb. 3.13).

3.6.3 Bewertung der Versuchsergebmisse zum Wachstum von E.coli auf
Ausscheidungsprodukien von Tetrahymena thermophiia

In diesem Abschniit sollen die Versuchsergebnisse aus Kapitel 3.5 diskutiert werden.
usge 19 me‘t weluen dic Mechanismen der Subsiratausscheidung durch Temrahymena (s.
3.2). _ '

Es wurde bereits in Kapitel 3.5 erwihnt, daf3 die Ergebnisse auf eine heterogene Verteilung
der autochthonen Substrate in den Mischkulturen hinweisen. Subsiratausscheidungen der
Ciliaten wiirden dann nicht geniigend rasch {iber das gesamte Kulturvolumen verteilt. Bakterien
in der Nihe des Ortes der Substratfreisetzung befiinden sich in hoher konzentrierten
autochthonen Substratitsungen als jene in groBerer Entfernung. Erfolgt die Substrataufnahme
der Bakterien gegeniiber der Durchmischungsgeschwindigkeit schnell, so ist ein deutlicher
Wachstumsvorteil fiir die Bakterien in den autochthonen "Substratwolken" gegeben. Hohe
Bakieriendichten verringern die Substratkonzentration in diesen "Wolken" rasch, so daB die
Verteilung des autochthonen Substrats auch von der Zelldichte der Kultur abhiingig ist. Es kann
nicht mehr von einer Monod-Kinetik des Wachstums ausgegangen werden, bei der alle
Baktemen mit gleicher Wahrscheinlichkeit auf ein Substratmolekiil trifen. Im Anhang C.1-2 ist

,’J:-

Un
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eine einfache Kinetik hergeleitet, die dem EinfluB der Zelldichte auf die mittlere spezifische

Wachstumsrate Rechnung triigt:

wobei s die mittlere Substratkonzentration, b die mittlere Zelldichte, X und pq, die der
Monod-Kinetik entsprechenden Konstanten sind. F ist bei gegebener Durchmischung eine
Konstante, die den EinfluB des Konsumenten anf die Kinetik bei Inhomogenitit der Kultar
definiert. Die Auswirkung der Entfernung der Riuber aus einer Mischkultur mit E.coli auf die
spezifische Wachstumsraie der Bakterien ist damit recht einsichtig (s. 2.7, 3.5):

Wihrend der Mischkultivierung sind die autochthonen Substrate heterogen iiber die
Kultur verteilt. Die spezifische Wachstumsrate der Bakterien ist dann von der
Zelidichte abhiingig. Die Abtrennung der Riuber durch Filtration verringert einerseits
die Bakteriendichte um den Faktor 5 bis 10 (s. Abb. 3.9-10), andererseits kann
angenommen werden, dall der Filiraiionsvorgang eine zusétzliche Durchmischung
darstellt. Im Idealfall wire nach der Filiration die oben formulierte Kinetik durch eine
Monod-Kinetik zu ersetzen, und damit wire eine Steigerung der spezifischen
Wachstumsrate gegeber.

Die tatsdchliche mittlere spezifische Wachstumsrate der Bakterien in der Mischkultur wird
also durch die verwendete Methodik iiberschiitzt. Die tatsichliche spezifische Teilungsrate der
Bakterien 1Bt sich jedoch aufgrund des Zusammenhanges von Zellvolumen und spezifischer
Teilungsrate darstellen, wie er verschiedentlich beschrieben und fiir Modellierungen eingesetzt
wurde (HELLER, 1992, s. Abb. 3.15; DOMACH, 1983; SAIDEL, 1968).

Aufgrund der Daten von HELLER (1992), die sich auf dasselbe technische und biologische
Material beziehen, was auch fiir die hier erbrterten Versuche benutzt wurde, lassen sich in den
Ciliaten-Bakterien-Kulturen (z.B. Abb. 3.9) nur spezifische Teilungsraten unter 0.02/h
abschdtzen. Die tatsichliche spezifische Biovolumenwachstumsrate Hegt wahrscheinlich noch
niedriger. Damit wiren die Wachstumsraten in den Versuchen aus Kapitel 3.5 teilweise um
mehr als das 10-fache iiberschitzt worden.

Mit den Werten aus Tabelle 3.7 und einer Kinetik aus Tabelle 3.8 sowie den Zelldichten der
Versuche vor und nach der Filtration 146t sich die Konstante F (s. Formel 3.5) ermitteln:

- Die Wachstumskinetik sei: - BRI G
= 0.378 Ey_ et e
© 6.5109+ Exy+ F Yy b R
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Abb. 3.15: Abhdngigkeit der spezifischen Teilungsrate von E.coli vom Zellvolumen in Batch-
Kulturen. (aus: HELLER, 1992). Eingezeichnet sind Mittelwerte und Fehlerbalken far 7 Experimente.
Die Pfeile kennzeichnen den zeitlichen Verlauf der Zellvolumenwerte bei der Kultivierung. Die
Zellvolumina sind relativ zum maximalen Volumen angegeben.

Nach der Filiration, also nach zusitzlicher Durchmischung, wurde z.B. in Versuch 7 (Abb.
3.10) eine spezifische Teilungsrate von 0.274/h ermitieli. Setzt man den entsprechenden Wert
fiir Ey (= 8.3°10° #/1; 5. Tab. 3.7) ein und vernachliissigt wegen der homogeneren Verteilung
des autochthonen Substrates den Zeildichte-abhéngigen Term, so ergibt sich eine spezifische
Teilungsrate von 0.241/h, eine relativ gute Ubereinstimmung mit dem MeBwert. Bei Versuch 7
wurde vor der Abtrennung der Ciliaten eine Zelldichte der Bakierien von b = 7.4-109 Partikel/l
gemessen. Nach Einsetzen von b, Exsowie | = §.02/h in obige Kinetik und Aufldsen ergibt
sich FeY=20 (vgl. Anhang C.2, Abb. C.4) oder, bezogen auf Glucose-iquivalente
Substratkonzentrationen, F= 8:10-12 g/#, Die Verteilung des autochthonen Substrates wiire
damit in den Mischkulturen mangelhaft und selbst geringe bakterielle Zelldichten fithrten zu
deutlichen Auswirkungen auf die messbare Teilungsrate.

Eine Beeinflussung der Ergebnisse (s. 3.5) durch Substratausschiittung withrend der
Aufarbeitung der Kulturen ist nicht auszuschlieBen. Die nachzuweisenden DOC-Mengen fiir
das bakierielle Wachstum (etwa 0.001 bis 0.002 g/l) wurden bei einem Background von ca.
0.04 g DOC/I methodisch nicht unbedingt erfait. S IR
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Da in keiner der bisher verfiigbaren Quellen, die #hnliche Versuchsansitze wihlten
(SAMBANIS & FREDRICKSON, 1988; HABTE & ALEXANDER, 1978; CANALE et al. 1973),
eingehende Abschiitzungen iiber die tatsichliche Verfiigbarkeit autochthoner Substrate
unternommen wurden, ist nach den hier erzielten Ergebnissen nicht auszuschlieBen, daB das
bakterielle Wachstumsvermdgen in Mischkulturen mit Terrahymena bisher tiberschitzt wurde.

3.6.4 Anmerkungen zu methodischen und strukturellen Problemen bei Unter-
suchungen des Wachstums von E.coli

Die in den Kapiteln 3.1 bis 3.5 dargestellten Ergebnisse verdeutlichen, daB die Interpretation
der Versuchsdaien oft erheblichen Schwierigkeiien gegeniiberstent.

Sie beziehen sich einerseits auf technische Probleme. Hierunter fiele die Durchmischung der
Laborkulturen, die zwar fiir axenische Kultivierung von E.coli durch Rithrer optimiert werden
konnie (s. HELLER, 1992; BAILEY & OLLIS, 1986). Es ergibt sich jedoch bei Mischkulti-
vierung mit Tetrahymena die Einschrinkung, daB die Ciliatenzellen zumindest zeitweilig keine
hohe mechanische Widerstandsfihigkeit besitzen (s. 2.5.2.2). Im vorigen Abschnitt (3.6.3)
wurde auf den u.U. erheblichen Einflu8 einer mangelnden Durchmischung hingewiesen. Der
Experimentator steht demnach vor dem Problem, Durchmischung und mechanische
Beanspruchung der Zellen ausgewogen zu regeln. Im Exiremfall muf} erwartet werden, daf} das
Durchmischungsproblem nicht zu 18sen ist. Sind hochaffine Substrataufnahmesysteme der
Bakierien aktiv und erfolgt dann der Eintrag von Substraten nicht an jedem Punkt der Kultur
gleichzeitig (praktisch unmoglich 1), ist die Kultur nur noch mangelhaft durchmischt. Daher ist
die Abschdtzung der Homogenitit einer Kultur von hoher biologischen Relevanz, BATLEY &
OLLIS (1986) und MAYR ez al. (1992) geben zwar einige Hinweise, wie die Durchmischung
einer Kultur methodisch dargestelit werden kann, doch ist damit noch keine direkte
Ankopplung an biologische (populationsdynamische) Mechanismen verbunden. Der Mangel an
biologisch korrelierten Bewertungs- und Auswertungsmethoden mag dazu gefiihrt haben, da8
kaum weitreichende Betrachtungen der Durchmischung in die Auswertung von Experimenten
eingefiossen sind. In der vorliegenden Arbeit wurde der theoretische Hintergrund (Anhang C)
erarbeitet und ein Versuch unternommen, speziell dieser Frage nachzugehen (Kap. 3.2), jedoch
verdeutlichten die Ergebnisse eher die Komplexitit des Wachstumsverhaltens von £.coli.

Verdeckte Einfliisse auf die Messung populationsdynamischer Parameter kénnen durch eine
Auswahl gecigneter Kontrollparameter aufgedeckt werden. So ermdglichte die elektronisch
bestimmie ZellgréBe von E.coli den Nachweis, daf sich die Wachstumsbedingungen in einer
Kultur, die auf Ausscheidungsprodukten der eigenen Art wuchs, dnderten, nachdem die
Zelldichte verringert war (s. Kap. 3.4). Ebenso erlaubte die Erfassung des DOC im selben
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MeBparametern abzuwigen.
Im Gegensatz zu friiheren Arbeiten (SAMBANIS, 1985; DRAKE & TSUCHIYA, 1976, 1977;

CANALE er al., 1973; JOST er al. 1973) hat die zusétzliche, intensivere Verfolgung der
MeBgroBen "Zellvolumina der Bakterien” und "DOC" eine erhebliche Verbesserung der
Bewertung der experimentellen Ergebnisse erbracht.

3.6.5 Darsteliung des Wachstums von E.coli in mathematischer Meodellen

Teilungs- und Biomassewachstum werden oft vereinfachend als dquivalente Prozesse
betrachtet. Tatsdchlich stimmt dies nur fiir den Zustand des "balanced growth" (FREDRICKSCN
et al., 1970), also z.B. im sieady state eines Chemostaten. Da hier stationéire Kulturen
untersucht wurdén, ist diese Voraussetzung fiir einige Fragestellungen nicht hinreichend erfiillt
(s. Tab 3.2). Fiir Riuber, die diskrete Beuteorganismen erjagen und fressen, kann die Grifie
der Beuteorganismen von Bedeutung sein, da sich einerseits die Beuteverfiigbarkeit,
andererseits der Nihrweri der Nahrung dndern kann. Nach den Arbeiten von FENCHEL (1980,
1986), HABTE & ALEXANDER (1978) und PAVLOU & FREDRICKSON (1983) ist eine
signifikante Anderung der Beuteverfiigbarkeit fiir das GroBenspektrum von E.coli
unwahrscheinlich. Die Anderung der Nahrungsgualitiit in Korrelation zur ZellgréBe ist dagegen
bisher nicht untersucht worden (?). Bei den hier durchgefiihrten Mischkulturversuchen konnte
dieses Problem aber ausgeklammert werden, da sich die miitlere ZellgréBe der Bakterien im
Versuchsablauf nur unwesentlich (< 10%) dnderte.

Mdchte man jedoch den engen Rahmen verlassen, der mit der Vernachldssigung der
BeutegroBe gesteckt ist - z.B. kontinuierliche Mischkulturen detaillierier bearbeiten - wird man
Modelle aufgreifen, die eine Strukturierung der Bakierienpopulation enthalten ("structured
models”, FREDRICKSON et al., 1970). Wie in Kapitel 1.4 dargestellt, scheiden fiir die
Betrachtung von Riuber-Beute-Systemen komplex sivukturierie Modelle aus. Und auch einige
einfach sirukturierte Ansitze bieten nicht immer die Moglichkeit, Modell- und Versuchspara-
meter interakiiv zu behandeln.

HELLER (1992) konnte zeigen, da® Zellzahl und Biovolumen {(Teilungs- und
Zellvolumenwachstum) in E.coli-Kulturen analog dem fiir Tetrahymena (Niheres s. 4.3)
erstellten Modell beschrieben werden konnen: |

" 'Die Substrataufnahme fiihrt zu Zellvolumenzuwachs. Das Zellvolumen sei ein MaB fiir

den physiologischen Zustand der Zelle und bestimmt letztlich die Zellteilungsrate.
_ * Zellzahl und Zellvolumen lassen sich relativ einfach mit geeignet ausgeriisteien elektro-
" nischen Partikelzdhlgerdten messen, wobei nur geringe Mengen an Probenvolumen

(max. 1 ml) verbraucht werden.
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Abb. 8.16: Experiment (a) und Simulation (b) zum Wachstum von E.coli auf Glucose in einer
Batch-Kultur (nach HELLER, 1992). Die £.coli-Population wurde in Zellvolumen und Zelizah!

sirukiurier.

Mit diesem Modeli iassen sich C-limitierte Batch-Kuituren soweit gut simuiieren, wie keine
umfangreichen Adaptationsphidnomene beriicksichtigt werden miissen (Abb. 3.16). Fiir
Riuber-Beute-Modelle bietet es Ansitze, die Nahrungsgualitit der Beute mit dem mittleren
Zellvolumen der Beutebakterien zu verkniipfen. Die in Kapitel 3.6.1-2 gefiihrie Diskussion
verdeutlichte aber auch, dal nicht unbedingt die Strukturierung der Beutepopulation notwendig
ist, um hinreichende Erklirungen fiir experimentelle Ergebnisse zu erhalten. Es war vielmehr
notwendig, statt neuer Unterpopulationen entscheidende biologische Prozesse in die Model-

lierung aufzunchmen.
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3.7 Fazit zum Wachsteum von E.coli

Fiir das Wachstum von E.coli in Batch-Kulturen gelten folgende Charakteristika:

® Beim Wachstum von E. coli auf Glucose werden wihrend der (exponentiellen)
Wachstumsphase autochthone Kohlenstoffquellen freigesetzt und parallel zur
Glucose umgesetzt.

@ Gekoppelt an Erhaltungsstoffwechsel und Lysis k6nnen ebenfalls autochthone
Substrate freigesetzt werden, die in relativ geringen Konzentrationen vorliegen. Sie
haben keine nachweisbare toxische Wirkung.

€ E.coli verwertet auch auiochthone Substrate, die in Mischkulturen mit Teirahymena
thermophila gebildet werden. Diese ciliatenbiirtigen Substrate wurden u.U.
rdumlich inhomogen in den Kulturen verteilt.

® Methodisch bedingte Beeinflussung der Bakterien bei der Versuchsdurchfithrung
kann zur quantitativen Fehleinschitzungen von autochthonem Wachstum fiihren.
Messung von DOC und ZellgroBe (oder dquivalenien Parametern) sind fiir die
Beurteilung der Auswirkung von Manipulationen wichiige GroBen.

® Die Modellicrung des Wachstums der Bakterien in Mischkulturen mit Terrahymena
kann auf der Basis von Differentialgleichungen erfolgen.
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4 Wachstum von Telrahymena thermophila auf Esche-
richia coli in stationdren Laborkulturen

Dieses Kapitel widmet sich den Wachstums- und Nahrungsaufnahmeprozessen der Réuber
im untersuchten Riuber-Beute-System. Gemil den Arbeitshypothesen (s. 1.1) sollte gezeigt
werder,

@ dal Tetrahymena tatsichlich eine sigmoide Frekinetik besitzt (s. 4.4),
® wie die Tetrahymena-Population in Zellzahl- und Biomasse-Subpopulationen unter-
teilt werden kann (s. 4.3),
@ ob toxische Substanzen bei der Kultivierung entsichen (s. 4.2).
Zunichst soll aber die allgemeine Dynamik stationirer Mischkulturen von Tetrahymena

thermophila und E.coli vorgestellt werden.

4.3 Allgemeine Ergebnisse der Versuche mit stationiren Mischkulturen

Stationdre Mischkulturen von Tetrahymena und E.coli wurden entsprechend der
Beschreibung in Kapitel 2.4 betrieben. Die Vorkultivierung von E.coli wurde bei den
einzelnen Versuchen zeiilich so gewihlt, daB nach dem Verbrauch der Giucose die
Bakterienzellen eine bestimmte Grofle (40-50% des maximalen Volumens, s. 2.5.2.1)
erreicht hatten, bevor Tetrahymena aus einer ca. 24h-Vorkultur inokulieri wurde. Damit
konnte eine Beeinflussung der Ciliaten durch unterschiedliche BeutegréBen bei verschiedenen
Versuchen weitgehend vermieden werden.

Abbildung 4.1 verdeutlicht die generelle Dynamik solcher Kulturen. Die Ergebnisse fiir
unterschiedliche Start-Beutedichien lassen sich daraus durch Stauchung und zeitliche
Verschiebung der Kurven ableiten. Die Beutedichte (Zellzahl) wurde als Partikeldichte und
CFU gemessen und dargestelit. {"Partikel” bezieht sich auf bakieriengrofe, elekironisch
gezdhite Partikel; "CFU” sind eine Untergruppe der Partikel, deven Wachsiumsvermdgen
nachgewiesen wurde. s. 2.5.1-2.5.2.1) Nach dem Animpfen (shift up, s.u.) steigt zunichst das
mittlere Zellvolumen, etwas zeitverzogert die Zellzahl der Riuber an. Beide Gréflen
durchlaufen bei der weiteren Kaultivierung ein Maximum. Der folgende Verlust an
Zellvolumen ist teilweise auf forigesetzte Teilungen bei verringertem Beuteangebot
zuriickzufithren. Etwa bei ZellgroBen unter 5000-2900 um3 war in allen Versuchen keine
Nettoteilung zu beobachten. Das mittlere Zellvolumen nahm exponentiell ab (spezifische
Zellvolumen-Verlustrate: 0.0065 x 0.0016 /h); d.h. es wurden Zellsubstanzen/Zellinhalt
veratmet (endogene Verluste). Das Teilungswachstum setzte in allen Versuchen
zeitverschoben ein. Allerdings schwankten gerade zu Beginn der Versuche die spezifischen
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Sauberzelizahl Abb, 4.1 Schematische Darsiellung

Laborkuitur von Tefrahvmena und
E.coli (Giber ca. 200 h Versuchsdauer).

Teilungsraten sehr stark. Es muf} angenommen werden, daf diese Schwankungen methodisch
bedingt waren (vgl. Kap. 2.5.2.2). Die Beutedichie wurde generell auf ca. 109 #/1 dezimiert.
Die als CFU gemessene Beutedichte durchidufi ein ausgeprigtes Minimum. Der DOC steigt
mit der Dezimierung der Beutedichie an.

Die langfristige Dynamik mit unterschiedlichen Starizelldichten der Beutebakierien ist in
den Abbildungen 4.2, 4.4-6 dargestellt (gemessene Parameter; Ciliaienzellzahl, Zellvolumen,
Partikeldichte, CFU-Dichte und DOC). Die kurzfristige Dynamik beim Anwachsen der
Tetrahymena-Population ist in Abbildung 4.3 wiedergegeben. Die in den Abbildungen 4.2-4
dargestellien Versuche bedeuten fiir die aus der Vorkultur iiberimpfien Terrahymena-Zellen
einen Ubergang von miBigem zu gutem Nahrungsangebot (shift up). Abbildung 4.5 bezieht
sich auf den Fall, daB in etwa gleichwertige Nahrungsbedingungen iiberimpft wurde, und
Abbildung 4.6 zeigt das Ergebnis fiir eine Uberimpfung in schlechtere Nahrungsbedingungen
(shift - down). Diese Kulturbedingungen erzeugen bei Tetrahymena charakteristische

Rgaktionen_des Teilungswachstums (s. 4.3; SWIFT et al., 1982) -

der ailgemeinen Dynamik stationdrer
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Abb. 4.3 a-c: Kurzzeit-Mischkuliur von Tefrahymena thermophila und E.coli. Startzelldichte der
. Bakterien ca. 1012 #l, der Rauoer ca. 106 #/1. Messung der Partikel mit 18 ;,Lm Crifice in 3% NaCi-
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maximale Partikeldichte mittlere spezifische mittlere spezifische
(Beute) Teilungsrate Biovolumenwachstumsrate
{(#1) (1/h) (1/h)
210° —*} -*)
11010 0.057 £0.010 0.108 £ 0.002
3.7+ 1010 0.072 £0.010 0.055 +0.014
3.9+1010 0.084 £ 0.015 0.074 + 0.007
4.5.1010 0.159 4+ 0.002 0.093 £ 0.006
5.9.1010 0.091 £ 0.609 0.071 £0.006
9.3.1010 0.116 £ 0.001 0.088 £ 0.008
5.2-1011 (.238 £ 0.012 0.192 £ 0.230
7.2.1011 0.210 £ 0.009 0.200 £ 0.025
8.9.1011 0.215+0.01 0.181 £ 0.023
1.0 1012 0.233 £ 0.009 0.205 = 0.033

Tab. 4.1: Teilungs- und Biomassewachstum von Telrahymena thermophila auf E.coli in stationdren
Mischkulturen. Abhéngigkeit der spezifischen Wachstumsraten von der gemessenen Start-
Bsutedichte. *} = kein Netiowachstum, bzw, Streuung der MeBwerte zu hoch.
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Abb. 4.7: Teilungs- und Biovolumenwachstumskinetik von Tetrahymena thermophila auf E.coliin
stationdren Mischkulturen. Abhéangigkeit der spezifischen Wachstumsraten von der gemessenen
Start-Beutedichte (Partikeldichie). Die gefiiliten Symbole geben nicht beriicksichtigie Werie an. Die
- Daten wurden an Monod-Kinetiken gefittet (gestrichelte Linien, s.Text). Fir das Teilungswachstum
sind die Werte maxy = 0.248 + 0.012 /h, L=(8.7+1.6)»1010 /i, RSS = 0.0022 und fiir das Biovolumen-

wachstum pmaxpy = 0.218 +0.010 /h, L=(9.6 £ 1.7)+1019 /1, RSS=0.0016.
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Die ermitielten spezifischen Netto-Teilungsraten aller Versuche (nicht lineare Anpassung
einer Exponentialfunktion) spiegeln die jeweiligen Ernithrungsbedingungen fiir Tetrahymena
weitgehend wieder. Sie lassen sich als Monod-Kinetik in Abhingigkeit der Beutedichte
(Partikeldichte) darstellen (Tab. 4.1; Abb. 4.7). Eine Reihe anderer Kinetiken (z.B. mit Gffset
der Beutedichte oder spezifischen Wachstumsrate; vgl. Tab. 1.3) ergeben allerdings qualitativ
dhnlich gute Anpassungen. Die Art der Funktion, die die beste Anpassung an die Daten
darstellt, wird im wesentlichen von dem "MeBwert" bei niedrigster Beutedichte bestimmt
(vgl. Abb. 4.6). Wie der Versuchsverlauf (Abb. 4.6) schon zeigt, konnten die durchschniit-
lichen spezifischen Wachstumsraten der Ciliaten nur relativ willkiirlich festgelegt werden
(niimiich 0/h). Vernachlidssigi man diesen Wert, so erhilt man fiir Monod-Kinetiken
wesentlich schlechtere Anpassungen als fiir mégliche Alternativen (s.0.), die dann allerdings
bei einer Beutedichie von 0 #/1 immer noch eine positive spezifische Wachstumsrate prognos-
tizierten. Dies deutet darauf hin, daB bei niedrigen Beutedichten die Wachstumseffizienz der
Riuber grifer ist (s.a. 4.4). Eine eindeutige Aussage kann aber nicht getroffen werden.

Analog den Betrachtungen des bakieriellen Wachstums lassen sich auch fiir die Ciliaten
Zellzahl- und Biovolumenertriige fiir das Wachstum auf E.coli errechnen. Sie sind bei
Betrachiung kurzer Zeitintervalie nur von rein rechnerischem Wert, da sie keine Auskunft
tiber die tatséichliche Ausbeute von Ciliatenbiomasse aus Bakterienbiomasse liefern:

Die Bakterien werden zunichst in Nahrungsvakuolen eingeschlossen und nicht direkt in

Biomasse umgesetzt; d.h. das Biovolumen kann deutlich zunehmen, ohne daf eine

Zunahme der Zellbestandieile der Ciliaten erfolgt.
Lysis und Veratmung verringerten die direkt meBbare Ausbeute zusitzlich. Ein denkbares
Kriterium fiir die Abschitzung der Ausbeutekoeffizienten ist der Zeitpunkt, bei dem eine
Kultur die maximale Ciliatenzelldichte erreicht hat. Es 148t sich nur auf langfristige Versuche
anwenden, Fiir die Zellausbeute der Ciliaten ergiben sich dann Werte zwischen 0.85-104 und
1.7-10* Ciliatenzellen/Beutepariikel und fiir die Biovolumenausbeute G.16 bis 0.31
nm3/Beutepartikel. Bei niedrigeren Wachstumsraten erscheinen die Ausbeuten hoher.

‘Die Zelldichte der Ciliaten brach jeweils nach Uberschreiten der Maxima mit spezifischen
Lysisraten von 0.009 £ 0.004 /h (n=4) bis auf ca. 50% (bei 150 bis 175 h Versuchsdauer) des
Maximums ein.Dieses Niveau behielt sie lingere Zeit annihernd bei (spez. Lysisrate: 0.0023
* 0.0013 /h; n=5). Wie aus den Abbildungen ersichtlich ist, kann die Annahme eines
exponentiellen Lysisprozesses, wie sie den angegebenen spezifischen Lysisraten zugrunde
liegt, nur eine grobe Beschreibung der Meflwerte darstellen. Eine langzeitig konstante
Lymsrate scheint es nicht zu geben. Vielmehr scheinen die Lysisverluste bei lingerem

chend reduziert zu sein, was auf mindestens zwei physiologisch

F*“" rmangel voriiber




94 4 Wachsitum von Tefrahymena

deutlich unterscheidbare Zustiinde der Ciliatenzellen hinweist. Enzystierungen treten aber
nicht aunf. Die Aktivitdt der Riuber wurde in einem Versuch (nicht dargestellt) durch
neuerliche Zugabe von 0.5 g Glucose/l in eine 150 h alte Kultur nachgewiesen: Selbst nach
zwel Tagen war kein bakterieller Zuwachs zu verzeichnen.

Im Kapitel 4.3 wird der Zusammenhang von Teilungs- und Biovolumenwachstum noch
einmal detailliert betrachtet. In Kapitel 4.4 wird die spezifische FreBrate (functional response)
untersucht, deshalb seien die Anderungen der Partikel- und CFU-Dichte hier nur im
Uberblick beschrieben.

- Auffillig ist das Niveau bis zu dem die Beute (Pariikel oder CFU) reduziert wurde.
Einfache Modellvorstellungen (s. 1.3.3.3 & 1.4) prognostizieren nur unbedeutende Beute-
zelldichten. Die E.coli-Zelldichten bzw. die Partikeldichien liegen mit dauerhaft mehr als 108
#/1 bzw. 10% #/1 in Bereichen, in denen eine zufillige Ausrotrung durch Fra im gegebenen
System offensichtlich unmoglich ist.

Beim Erreichen niedriger Beutedichten weichen die parallel gemessenen CFU- und
Partikelwerte deutlicher voneinander ab: Ein Effekt, der den zerfallenden grob partikuliiren (>
2 pum) Ausscheidungsprodukien der Ciliaten zugeschricben werden kann. Bei dem in
Abbildung 4.6 dargesteliten Versuch war die Diskrepanz von Partikel- und CFU-Dichte von
Versuchsbeginn an vorgegeben. Der Grund ist unklar. Da die in den Abschnitten 3.1, 3.4-5
dargestellten Ergebnisse ein Wachstum der Bakterien in allen Mischkulturen erwarten lieBen,
das Niveau der CFU in diesem Versuch aber langfristig nahezu gleich blieb, deutet dies auf
FraB durch die Rduber hin (s. 4.4). '

Insbesondere bei Kulturen, die mit hohen Beutedichten gestartet wurden, durchlief die
CFU- im Gegensatz zur Partikeldichie ein ausgeprigtes Minimum. Abbildung 4.8 zeigt dies
noch einmal in sehr ausgeprigter Form fiir einen Langzeitversuch. Bereits SAMBANIS (1985)
wies darauf hin, daB hier ein systematisches Phinomen vorliegt. Ein Erklirungsansaiz liegt in
der zeitverzdgerien Wirkung von DOC-Ausscheidungen auf das bakterielle Wachstum
(Adapiation an aviochthone ciliatenbiirtige Substrate; vgl. Abb. 4.2).

Die Kopplung der DOC-Freiseizung an die Ciliatenpopulation wird durch den Anstieg der
DOC-Werte nach Inokulation der Bakterienvorkuliur mit Tetrahymena unterstrichen (Abb.
4.2; vgl. Abb. 3.1). Es ist daher wahrscheinlich, da ein erheblicher Anteil des
bakterienverfiigbaren DOC direkt oder indirekt von den Ciliaten produziert wurde. In Kapitel
3.5 wurde bereits dargestellt, inwieweit dieser DOC wachstumsfsrdernd fiir die Bakterien

sein kann, .-
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Abb. 4.8: Verlauf der CFU-Dichie in einer Langzeit-Mischkuliur von Tetrahymena thermophila und

E.coli. Zum Vergleich ist die Ciliaten- und Pariikeldichte ebenfalls dargestelit.

AbschlieBend sei noch das Schwimmverhalten von Tetrahymena in Abhiingigkeit von der
Beutedichte skizziert. Aufgrund der einfachen Methodik (s. 2.5.3), die Ciliaten direkt nach
der Probennahme mikroskopisch ohne weiteren Aufwand 30 s lang zn beobachten, kénnen
hier nur subjektive Ergebnisse dargestellt werden. Bei hohem Nahrungsangebot (um 1012
Bakterien/l) schwammen die meisten Ciliaten langsam, meist in groBen Bogen oder
geradlinig, taumelnd. Mit Abnahme des Nahrungsangebotes wurde das Schwimmen

beschieunigt. Bei ldnger andauernder Benteknappheit verringerie sich die Bewegungsaktivitiit

Pl aYsl

wieder (nach etwa 100 h) bzw. es fanden sich alle Bewegungstypen.
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4.2 Wachstum von Tetrahymena thermophila im konditionierten
Medium

Auch wenn im Rahmen dieser Arbeit speziell Riuber-Beute-Beziehungen untersucht werden,
kann nicht davon ausgegangen werden, dafl die Wechselwirkungen zwischen den Organismen
nur durch die Nahrungsbeziehungen gegeben sind. Untersuchungen tiber die Qualitdt von
Futterbakterien bzw. Modifikationen des Mediums durch Ausscheidungsprodukte zeigten
auf, daBl Beuteorganismen toxische oder inhibierende Wirkung auf riuberische Protozoen
haben konnen (CURDS ez ¢l., 1966; BURBANCK, 1942; KIDDER, 1941;LUCK ez al., 1931 v.a.).

Um den EinfiuB des Mediums der Bakterien-Vorkultur anf Tefrahymena thermophila
darzustellen, wurde zunichst nach der iiblichen Methode E.coli vorkultivier (s, 2.4; eine 1 1
Bakterienkultur 18 k auf BC-Medium). Danach wurden die Bakierien durch Zenirifugaiion
steril geerniet. Eine Hilfte dieser Bakterienvorkultur wurde dreimal mit Glucose-freiem BC-
Medium gewaschen (Zentrifugation, Resuspendieren) und letztlich zur Kultivierung resus-
pendiert. Alle Arbeitsschriite ohne das Waschen wurden mit der zweiten Hilfie der Vorkultur
ebenfalls durchgefiihrt. Die Bakterienzelldichte des gewaschenen Ansatzes wurde auf etwa
den selben Wert wie den der ungewaschenen Vorlage eingestellt. Mit je 0.3 1 der Vorlagen
wurden die Versuchskulturen betrieben, die mit ca. 108 Tetrahymena /1 angeimpft wurden.
Das Wachstums der Ciliaten auf £.coli im konditionierten und frischen BC-Medium ist in
Abbildung 4.9 dargestellt.

Der Unterschied zwischen den Kulturen ist im Wesentlichen in der kiirzeren lag-Phase der
Ciliatenpopulation im konditionierten Medium zu sehen. Maximale Ciliatenzellzahl und die

mittleren Ciliatenzellvolumina wichen kaum voneinander ab. Die Tetrahymena-Population

erreichte in den Kulturen folgende miitlere spezifische Teilungsraten (nichtlineare Kurven-

anpassung an den "exponeniiellen Teil” der Wachstumskurve):
frisches Medium / gewaschene E.coli: un=0292x0015/h
konditioniertes Medinm / ungewaschene E.coli:  Upy=0266+0.013 /h,
Hier ergab sich ein geringer Unterschied zwischen den Werten (ca. 10%), der jedoch
aufgrund der mittleren Fehler nicht als signifikant einzustufen ist. Das Biovolumen zeigie
keinen deuilichen Bereich exponentiellen Zuwachses.
Auch in bezug auf die (Beute-) Partikeldichte ergaben sich aufler der Zeitverschiebung
keine wesentlichen Unterschiede zwischen konditioniertem und frischem Medium. Es konnte

also davon ausgegangen werden, daB keine erkennbare Inhibition der Protozoen durch E.coli

nachzuweisen war.
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4.3 Das Tellungswachstum von Tetrahymena thermophila

Entsprechend den Arbeitshypothesen (s. 1.1.1) wurde versucht, die Riuberpopulation in
Biovolumen (Biomasse) und Zellzahl zu strukturieren, so dafl sich damit einige biologische
Beziechungen (z.B. auf Basis von Lysis, Exkretion, Abhingigkeiten der FreBrate) differen-
zierter betrachien lassen. In Kapitel 4.1 wurden kinetische Funktionen fiir das Biovolumen-
und Teilungswachstum Tefrahymenas aus den MeBwerten hergeleitet, wie sie iblicherweise
zur Beschreibung von Wachstumsprozessen in der Mikrobiologie verwendet werden. So
bestiinde die Moglichkeit, ein Differentialgleichungsmodell mit Wachstumskinetiken der
Ciliaten fiir die Zellzah! und das Biovolumen jeweils in Abhi#ngigkeit von der Beutedichie zu
modellieren. Gewinnbringend wiire eine solche Modellierung nur in geringem Umfang, da sie

Hier soll von einer anderen Vorstellung ausgegangen werden, wie sie schon bei der
Betrachtung des bakteriellen Wachstums anklang (s. 3.6.6), und deren Grundlagen zu
diskreten GroBenklassen-Modellen des bakteriellen Wachstums gefiihrt haben (SAIDEL, 1968;
KOCH & SCHAECHTER, 1962):

Das mittlere Zellvolumen einer Ciliatenpopulation soll als Indikator des physiologischen

Zustandes dienen. Vereinfacht soll gelten, dabB ein groBes mittleres Zellvolumen einen

"besseren” und ein kleines mittleres Zellvolumen einen "schlechteren” physiologischen

Zustand charakterisiert.

Fiir die hier durchgefithrien Untersuchungen sollen diese Begriffe mit der Teilungsaktivitit
der Ciliatenzellen verkniipft werden. Es wird angenommen, dafl mit zunehmendem mittleren

Zellvolumen auch die (teilungs-)aktive Biomasse zunimmt, und damit die spezifische
Teilungsrate. Das mittlere Zellvolumen wird durch die FreBaktivitit, Anabolismus und
Katabolismus bestimmt. Diese Annahmen stimmen relativ gut mit experimentellen Ergeb-
nissen fiberein: Eine Tetrahymena-Population mit groBen Zellen wuchs bei geringer Beute-
dichte mit hohen Netto-Teilungsraten, obwohl die Beutedichie in einem Experiment mit

A iiv ax

kleinen Tefrahymena-Zellen keine hohe Teilungsaktivitit zulieB (s. Abb. 4.3 & 4.5, 4.6; Tab.
4.1).

. Das Zellvolumen der Ciliaten war bei anfinglich guten Erndhrungsbedingungen
itberwicgend von Nahrungsvakuolen erfiillt, selbst dann noch, wenn sich die Beutedichte
deutlich verringert hatte. Nihrstoffe in Nahrungsvakuolen tragen zwar zur ErhShung des
Zellvolumens bei, sind jedoch schwerlich als teilungsaktive Ciliatenbiomasse aufzufassen.
Dies wurde deutlich, wenn die Ciliaten aus der beutearmen Vorkultur in eine beutereiche
- Versuchskultur iberimpft wurden (shift up): Das mittlere Zellvolumen nahm rasch zu (viele
_ Nahrungsvakuolen mikroskopisch erkennbar), die Teilung der Zellen setzie aber wesentlich
spéter ein. Die Bildung und Umsetzung von Nahrungsvakuolen (oder generell von




4 Wachstum von Teirahymena 99

0.4
0
o o ‘,"n =By
g
g 0.3 -
g
g ®
@
=]
s
0.2 -
=
@
&
g
E 0.1 1
&
&
@ gl T e
0 —8= ;"."T-"";-"“.‘ T ¥ T T 7 ¥
0 5000 10000 15000 20000 25000 30000

mittieres Zelivolumen {um®)

Abb. 4.10: Spezifische Teilungsraten von Tetrahymena thermophila in Abhangigkeit vom mittleren
Zellvolumen. Dargsstelit sind die spezifischen Teilungsraten, die Gber die MeBintervalle aus eif
Experimenten ermittsit wurden. Die eingezeichneten Kurven geben die Funktionen (und ihre Fehler)
aus Tabelle 4.2 wieder (s. Text).

Speichersubstanzen) fithrt also zu einer Zeitverzdgerung zwischen dem meB8baren Biovo-
lumen- und Zellzahlwachstum. In Abhingigkeit von der Vorkultivierung dndert sich also die
Korrelation von Zellvoiumina und Teilungsrate. |

Trotz dieser Komplikation lie8 sich die Teilungsrate in Abhingigkeit vom mittleren Zell-

volumens darstellen. Es wurde fiir jedes MefBintervall aller Versuche (n=11) die spezifische

Teilungsrate und das mittlere Zellvolumen im Mittel des MeBintervalls berechnet In Abbil-

dung 4.10 sind alle positiven Werte der spezifischen Teilungsratern: aufgetragen,

In den Abbildungen 4.11 bis 4.13 wurden die zeitlichen Abliufe dreier Experimente, die

verschiedene Charakteristika zeigen (vgl. 4.1), aus Abbildung 4.10 dargestellt:

1.) shift up: Animpfen der Ciliaten in eine beutereichere Kultur (s.0.) mit verzogert
einsetzendem Teilungswachstum (n=4; Abb. 4.11).

2.) Animpfen der Ciliaten in eine Versuchskultur mit Bedingungen, die denen der Vorkultur
entsprechen, Es erfolgten relativ geringe Verdnderungen der Zellvolumina in den ersten
MeBmtervallen mit fast gleichbleibender spezifischer Teilungsrate (n=3; Abb. 4.12).

~3.) shift down: Animpfen der Ciliaten in eine beutearme Kultur mit rascher Reduzierung des

: “'_rnittleren Zellvolumens bei zwischenzei‘_tlich relativ hohen Teilungsraten. (n=4; Abb.

4.13).
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Abb. 4.11: Phasendiagramm von
Zellvolumen und spezifischer Teil-
ungsrate von Teirahymena ther-
mophila bei einem shift up Expe-

riment (s.7Tex)

Abb. 4.12: Phasendiagramm von
Zelivolumen und spezifischer
Teilungsrate von Tefrahymena
thermophila in einem Experiment,
bei dem die Ciliaten in der

Vorkultur entsprechende Nah-

‘tungsbedingungen dberimpft wur-
" den (s.Text)

Abb. 4.13: Phasendiagramm von

Zelivolumen und  spezifischer

'- Teilungsrate von.Teirahymena
. -thermophila bet einem shift down
Experiment (s.Text)
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Funktion Parameterwerte
211 =0.011+0.007 /h
wa = apq el@12¢v) a1y = (1.34+0.27) - 104 /um3

ap1 =0.385+0.047 /h
N = :—21 (cy —fVO) agy = 7474 £ 2573 um3
22 + (Sy = &vp) 3
Cyy = 2298 + 365 9h1s)

Tab. 4.2: Funktionen zur Beschreibung des Teilungswachstums von Tetrahymena thermophila in
Abhangigkeit vom mittleren Zelivolumen. Die Exponentialfunktion beschreibt das Verhalten nach dem
Animpfen bei einem shiit up-Experiment. Die Offset-Sattigungsfunktion beschreibt das Verhalten fir
ein shift up-Experiment nach Uberschreiten des Zellvolumenmaximums und das generelle Verhalten
einer Kultur, die keinen shiit in der Beuteverfligbarkeit beim Animpfen erfahren hat. upist die
spezifische Teilungsraie, cyp ist der Grenzwert des Zelivoiumens, flr den giit uy > 0

Problematisch bei der Auswertung ist die grofle Streuung der ermittelten spezifischen
Teilungsraten tiber alle Versuche, die eine mathematische Beschreibung dieser Phiinomene
erschwert. In Abbildung 4.10 wurden Funktionen fiir die Fille 1.) und 2.) eingezeichnet, die
sich mit den MeBwerten korrelieren lassen. Bei den Versuchen zu 3.) lieB sich keine
geeignete mathematische Funktion zur Beschreibung finden. Fiir shift up-Situationen wurde
fiir das anfiingliche Zellvolumenwachstum eine Exponentialfunktion den Mefiwerten dreier
Versuche angeglichen. Filr das Verhalten der spezifischen Teilungsrate nach Uberschreiten
des maximalen Zellvolumens wurde fiir die Fille 1.) und 2.) eine Offset-S#ttigungsfunktion
mit den Daten aller Versuche ermittelt. Die Parameterwerte beider Funktionen sind in Tabelle
4.2 aufgefiihrt.

Aus den spiter dargesteliten Simulationen wird ersichtlich, da$ trotz Schwierigkeit der
mathematischen Beschreibung die gefundenen Funktionen hinreichend sind, um qualitativ

und quantitativ guie Ergebnisse zu erzielen (s. 5.1-4).
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4.4 Die FreBaktivitit von Terrahymena thermophila

Schon in der Einleitung wurde auf die Schliisselrolle der spezifischen Frefirate (functional
response) fiir die Koexistenz von Riuber und Beute hingewiesen. Hier soll aun die FreBrate
von Tetrahymena thermophila eingehender untersucht werden. Grundlage sind Experimente,
wie sie in Kapitel 4.1 dargestellt wurden. Insgesamt wurden 11 Kulturen untersucht, die 62
beriicksichtigie Werte (MeBintervalle) lieferten. Die spezifische FreBrate soll lediglich in
bezug auf elekironisch gezihlie, bakieriengroBe Partikel (als Beute) dargestellt werden. Zum
einen war der Aufwand der elekironischen Zihlung geringer und dic Genauigkeit grofier als
bei der Ermittlung der CFU. Zum anderen ergaben die auf CFU bezogenen Berechnungen
keine erkennbaren Unterschiede. Die FreBraten wurden im wesenilichen in dem Zeitraum der
Kultur ermiitelt, wo keine Freisetzung unbelebier Partikel zu erkennen war.

Die spezifische Filtrationsrate ("f"; clearence, clearence rate) ist definiert als das durch
einen Ciliaten pro Zeiteinheit pariikelfreifiltrierte Kulturvolumen. Ausgehend von der Formel

do_ . fpcy (p = Partikeldichte; ¢y = Ciliatenzelldichie; t = Zeit) erhiilt man durch Integra-

dt =
tion und Umstellung f =2 (A 1/92) 4 0bei o die mittlere Ciliatenzelldichte im Zeitintervall
t T

darstellt und sich mit T = cy1 ek AV2) errechnet. Die spezifische FrefBrate "u" (Anzahl der

pro Ciliaten und Zeiteinheit gefressenen Partikel) kann dann durch u={p bzw.u={p

. D1t .
mit P =E_1§.24 ermittelt werden.

in Kapitel 3.5 wurde experimentell diber den Verlauf einer Mischkultur gezeigt, daB
generell mit einem verdeckten Wachstum der Beutepopulation gerechnet werden muB. In
Abwandlung der zuvor dargestellien Berechnung von Filtrationsrate und spezifischer
- P o -dp - e e e .
FreBrate, muf hier von der bormela;- =-Ipcy+ U p Iir die Eniwicklung der seuie-
(Pariikel-)Population ausgegangen werden (U bezeichnet die spezifische Teilungsraie der

Beute). Durch Integration und Umstellung erhilt man die Filirationsrate:

p21/p), B @4.1)
At TH CN
und es gilt wie zuvor
u={7p (4.2)

~ Problematisch ist die Abschitzung der spezifische Teilungsrate der Beutepopulation. Wie
“schon unter Kapitel 3.5 und 3.6.3 dargestellt und erdrteri, sind verschiedene Einfliisse
- '.denkbar, die zur Uberschitzung der spezifischen Wachstumsraten fithrien. Eine befriedigende
Schiitzung lieB sich aus dem Zusammenhang der Zellgréfe und spezifischen Teilungsrate von
E.coli herleiten (s. 3.6.3). Hierzu muiten die mittleren Zellvolumina der E.coli-Population in
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den Mischkulturen herangezogen werden. Da die meisten Versuche noch mit einem 24m-
Orifice und 1% NaCl-Lgsung im Counter ausgezihlt worden waren, ist die Genauigkeit der
Abschétzung nicht immer optimal (s. 2.5.2.1).

Die spezifische Teilungsrate der Beute wurde mit der Funktion L= 0.00146-e(0.056°V%)
(mit V% = % des maximalen Zellvolumens; HELLER, 1992; s. Abb. 3.15) fiir das Wachstum
auf Glucose (!) und Tabelle 2.2 (s. 2.5.2.1) geschitzt. Mit den Formeln 4.1-2 wurde dann die
spezifische Frefirate berechnet. Zur Korrektur etwaiger Fehlmessungen wurden die auf die
Partikeldichte bezogenen Werte mit den CFU abgeglichen. Bei zwei aufeinanderfolgenden
MeBintervallen, die eine gemeinsame Fehlmessung aufwiesen, wurde diese durch Berechnung
der Werte fiir das Gesamtintervail eliminiert (6 Werte). Ferner zeigte sich, daB gerade zu
Beginn der Versuche die MeBwerte stark streuten (Restwachstum der Bakterien; Adaptation
bzw. Teilsynchronisation der Ciliaten). Diese Messungen (die ersien bzw. ersien beiden der
Versuche) wurden fiir die folgende Auswertung vernachlissigt (20 Wertie). In den folgenden
Abbildungen finden sich noch grofie Streuungen der MeBwerte insbesondere zu
Versuchsbeginn, bei denen die Ungenauigkeit der Zghlung wegen niedriger Ciliatenzell-
dichten besonders hoch ist (bis zu 20% Standardabweichung).

Qualitativ wirkte sich die Einbeziehung des bakteriellen Wachstums in die Berechnung der
spezifischen Frefrate auf die Verieilung der MeBpunkte nur wenig aus. Natiirlich wurden die
Absolutwerte der spezifischen FreBrate erhtht, was insbesondere den Bereich niedriger
FreBraten betraf (im Mittel + 78%; fiir Beutedichten unter 5¢1010/1 im Mitiel + 93%).

Die Abbildungen 4.14 und 4.15 geben fiir hohe und niedrige Beutedichtenbereiche die
Werte und Fehler der korrigierten spezifischen Frefirate sowie die Trajektorien ausgewihlter

Experimente wieder. Eg ist offensichtlich, daB einfache hyperbelische Frefikinetiken
(functional response Holling Typ H) diese Werte nicht beschreiben kénnen. Zwei Beobach-
tungen konnen jedoch erheblich die Darsteliung des Zusammenhangs erleichtern:
CURDS & COCKBURN (1971): Abhiingigkeit der spezifischen FreRrate von der
Relation der Réinber- und Beutedichte,
CORLISS (1953), WATSON et al. (1981): Anderungen des Schwimmverhaltens in
Abhingigkeit von der Beuiedichte.
Ubertragen auf die Versuchssituation bedeutet das (s.a. 4.1):
® die Tetrahymena-Zelldichte beeinfluft aufgrund gegenseitiger Behinderung der
Riuber oder Effekie der Inhomogenitit der Laborkultur (vgl. Anhang C.1,

Anhang E) die FreBaktiviti;

- ® Anderungen des Schwimmverhaltens weisen auf Anderungen der "Treffex_'-__

- wahrscheinlichkeit" usw. und damit der frefkinetischen Konstanten hin. -
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Abb. 4.14: Spezifische Frefirate von Tetrahymena thermophila beim Wachstum auf E.coli im Bersich
hoher Beuiedichie (Bakierien elekironisch als Partikel gezahit). "Exp.1" kennzeichnet den Verlauf der
Werte eines Experiments, daB bei hohen Beuiedichien gestartef wurds,
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&bk, 4.15: Spezifische Frefirate von Tetrahymena thermophila beim Wachstum aui E.coff im Bereich

-niedriger Beutedichte (Bakierien elekironisch als Partikel gezahit). "Exp. 1" usw. kennzeichnen den
zeitlichen Verlauf der Werie von vier Experimenten (s. Abb. 4.14). Bei einigen Datenpunkten wurde
‘zusétzlich die Rauberdichis (cp) angegeben.
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Eine detaillierte Diskussion des Ansatzes findet sich im Abschniit 4.5.2. Hier soll
dargestellt werden, daf3 die Beriicksichtigung dieser Implikationen eine sinnvolle Inter-
pretation der Versuchsdaten erst ermdoglichie.

Die Daten wurden in drei Gruppen unterteilt, mit denen Modelle der Frelkinetik durch
Kurvenanpassungen unigersucht wurden. Die erste Gruppe erfaBt die spezifische FreBraten bei
Beutedichten iiber 621011 Partikel/l. Aufgrund groBer Ungenauigkeiten und weniger Daten
wurde fiir diese Datengruppe kein Modell angepalit. Die zweite Gruppe erfaflt der Bereich
der Beutedichte von 2:1019/1 bis 6¢1011/1 mit spezifischen Frefraten unter 16000/h, und die
dritie Gruppe den Beutedichienbereich bis maximal 5-1010/1 und spezifischen Frefraten unter
1600/h. Die Modelle und Ergebnisse der Kurvenanpassungen sind in den Tabellen 4.3 & 4.4
dargestellt.

Schlechite Anpassungsergebnisse (Modelie 1-3 in Tab. 4.3 & 4.4; vgl. RSS-Werie) oder
groBle Fehler in den Parametern wurden bei rein Beute-abhidngigen Kinetiken erzielt. Bei
Berticksichtigung des Riubereinflusses auf die Kinetik konnten mit Modellen, die einem
functional response Typ II fiir heterogen durchmischte Kuliuren (Modelle 8 in Tab. 4.3 &4.4;
vgl. Anhang C.1) oder einem functional response Typ IIf (Modelle 7, 9 bis 11 in Tab, 4.3 und
Modell 7 und 10 in Tab. 4.4) entsprachen und die einen von der Riuber- und Beutepopulation
unabhingigen Term im Nenner enthielten, die besten Resultate erzielt werden. Teilweise
lassen sich diese Kinetiken mit komplexeren Annahmen zur spezifischen FreBrate herleiten
(s. Anhang E).

Fiir weitere Arbeiten wurden die in den Tabellen unter 10 angegebenen Kinetiken
verwendet, da sie gute Anpassungen an die Versuchsdaten bei wenigen Anpassungs-
parametern lieferten und keine negativen FreBraten vorhersagen kdnnen (vgl. Modelle 7) .

Dic Funktion, die den Ubergang der beiden Kinetiken in bezug auf Riuber- und
Beutedichie beschreibt, 18t sich durch einfache Gleichsetzung der Formeln herleiten. Fiir die
ausgewihlten Fille ist dann:

tmaxg - Umax] _ Umax2 £12 - umaxg L22
tmaxi F2%- maxz Fi2 ©  umaxi Fo?- umaxp F12

CN'Z =

- Die Giite der Anpassung ist im Vergleich zu experimentellen Abldufen in den
Abbiidungen 4.16 und 4.17 dargestellt. Es wird deutlich, daB die experimeniellen Kurven
steiler verlaufen, als von den Modellen vorhergesagt, ein Effekt, der zam Teil durch die nicht
fiir die Experimente spezifische Anpassung der Kinetiken entsteht. Trotzdem représentieren
die ausgewihiten Kinetiken den Ablauf der experimentellen Daten nahezu quantitativ. Die
erwihnten Differenzen verdeutlichen jedoch, daB die spezifische Frerate von Tetrahymena
“komplexeren Mechanismen oder Einfliissen unterliegt, als bisher untersucht wurde (s. Kap.
4.5.2_). Graphisch wurde die Gesamtkinetik in Abbildung 4.18 dargestellt. Es ist erkennbar,
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daB der stufige Charaktier der Kinetik am deutlichsten bei hohen Ciliatendichten ausgeprigi
wird und sich bei niedrigen weitgehend reduziert, d.h. meBtechnisch kaum erfafdt werden
kann. Diese Beobachtung deckt sich mit den gefundenen experimentelien Ergebnissen (vgl

Abb. 4.15).
" Beutedichte Modell Parameterwerts
(Partikel/1) [ul=#/#h
| 1) %9 Umax1 = 1013 + 344 ## h 1.04106
Li = (2.2 + 1.4)-1010 #/]
Umaxi = 782 £ 182 #f# h
%) % L1=(8.88+588)109#1 | 9.36:10°
po = (2.85 % 0.94)0109 #/1
s mgp Umaxt = 649 83 #/# h 9.09-105
Lif+p Ly = (9.4 2.1)109 #1
Umax1 — 9 o 1013
4) el p Umax1 = 818 + 153 #/# h 7210
L; = 3226 + 1680
0-51010 |5y  _Vmax1(p-po) kein Fit fiir
Lien+ (ppo)
por>0
6 LmalP Umax] = 782 £ 67 ## b 3.510°
Lien+p Li = (3.49 % 1.00)10° #/1
Umax =787 £ 51 #/# h
Ly (Umax1 - F1on) P2 maxl
7) L2+ p2 Ly = (7.7 £ 1.0)-109 #/1 2.7 ¢ 105
Fi=(1.220.2)° 105U h
- Umax1 = 1177 £237 ## h
1M P
Y aEeTT Li=(1.3+0.6)1010 #1 3.7-109
Fq = 1894 & 822
, —— . mov] = ...-t
oy Hmaxi pip+ijcN) Umgx] = 858 % 89 #9/# b .
) L2+ (Fyon +pPR L1 = (8.8 & 1.6)-105 #/1 3.2:105
Fp = 1290 + 487 #/#
oy o Bmad B2 Ly =(72£ 11010040 2.9-105
S Lf+Frenfp Fy = 1022 + 203
iy _vmaat (-po)? Ly =(2.9% 1.1):109 #1 26105
F) =807+ 164

L12 + (F1 en? + (p-po)?

po = (3.4 +0.7)-10% #11

Tab. 4.3: Vergleich von Kinetiken zur Beschreibung der spezifische FreBrate von Tetrahymena
thermophila bei niedrigen Beutedichten (E.cof, elekironische Zahiung).
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Beutedichie Modell Parameierwerte RSS
(Partikel/D) ful=#/#h
1) ‘iﬂ;ﬂfp Umax2=19412425264 #/# h 7.0-107
Ly = (0.4 £ 1.1)-1012 #/1
Unax2=19793+25703 #/# h
2) %%%% Ly = (4.5 % 8.8)-1011 #/1 7.0107
pop = 1.1:10718+ 161 #/1
3 *;?Taxz% Umax2 = 102274756 #/# h 7.90108
2°+P Ly = (1.3 £ 0.2)-1011 #/1
4) ffg’;—fffp Umex2=29267+23015 #/# h 2.40108
Ly = (1.5 £ 1.6):105
0.2- 61011 |5 %ﬂﬁ% Umax2=1401242692 #/# h
L2=(2.5+1.1):104 #11 1.2-108
po2 = (.74 0.2):109 #/1
6  lmaap’ Umaxz = 111342 911 ##h 7.8:107
Laen+p Ly =(3.1+0.8)-1015 #1
(Cmncz - Fa o) 2 Umax2 = 12270 & 1086 #/# h
7 L2+ p2 Ly =(1.0%0.1)-1011 #/1 6.5107
Fy=(2.4£0.8)° 104 1/#h
Umax2 = 1771443345 #/# h
8) ﬁh Ly=(2.9%1.2):1011 /] 6.5-107
Fp =7421 + 5895
bmaa D (p 4+ Fy o) | Umaxz = 10225 % 1257 ##
D 2t Eromep?  |Llz=(L3£0.4)-101 8 7.9:107
F =0.0:0.0 ##
5 Umaxz = 10153 £ 633 #/# h
10) o e |L2= (655121004 6.2:107
Fy = 6711 + 1857
1 Umax2 (P-po2)? kein Fit fiir

Lo? + (Fyenf + (p-po2)?

po2>0

Tab. 4.4: Vergleich von Kinetiken zur Beschreibung der spezifischen FreBrate von Tetrahymena
thermophila bei hohen Beutedichte_n (E.coli; elekironische Zahlung). _ _




108 4 Wachstum von Tefrahymena

spezlfische FreBrate (#/# h)
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Abb. 4.18: Spezifische Frefrate von Tefrahymena thermophifa im Bereich hoher Beutedichte:
Vergleich von experimentellen Daten mit den Vorhersagen des ausgewéahiten kinetischen Modells (s.
Tab. 4.3 & 4.4). Die Modellvorhersagen wurden als Mittelwert und Standardfehler singezeichnet.

Sonstige Kennzeichnung analog Abb. 4.14.
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‘Abb. 4.47: Spezifische Frefirate von Tetrahymena thermophila im Bereich niedriger Beutedichte:
. Vergleich von experimentellen Daten mit den Vorhersagen der ausgewahlien kinetischen Modelle (s.

Tab. 4.3 & 4.4). Sonstige Kennzeichnung analog Abb. 4.15 bzw. 4.16.
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Abb. 4.18: Spezifische FreBrate von Tetrahymena thermophila: Darstellung der ausgewshiten
Funkiionen aus Tabelie 4.3 und 4.4 bei verschiedenen Rauber- (cp) und Beutedichten.

4.5 Diskussion zum Kapitel 4

Zum Uberblick iiber die bisher erzielten Ergebnisse, die die Wechselwirkungen zwischen

den Organismen Tetrahymena thermophila und E.coli in stationiiren Laborkulturen darstellen

(s. Abb. 4.19), seien sie an dieser Stelle noch einmal stichworiartig angefiihrt.
® Réuber und Beute koexistierten iiber mehrere Wochen (s. 4.1)
- @ -Inhibition der Organismen konnie nicht nachgewiesen werden (5. 3.3 £ 4.2).

& Die Beutebakterien verwerieten Ausscheidungsprodukie der (}rgamsrnen (s 3. 4-3)

'@ Die Riuber zeigten eine mehrstufige Frefkinetik (s. 4.4).

Folgende Wechselbcmehungen wurden in -den bisherigen Untersuchungen mdxrekt '

dargestellt und sollen in diesem Abschnitt bzw. in Kapitel 5 erortert werden. ©
©  Verhaltensinderungen der Ciliaten (s. 4.1 —> 4.5.2) '
© Aufireten und Rolle unbelebter Partikel (s. 4.1 —> 4.5.3)
@ Verwertung von geldsten Substraten durch die Ciliaten (=> 5. 4.5.4)
& Herkunft gelOster organischer Substrate in Mischkulturen (—>$.5.3.2) -+
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Ciliaten

unbelebte ___ .. gelste ’i‘fp}%im
Partikel ~ C-Quellen Inhibitoren

Rakterien

Abb. 4.18: Bisher untersuchie Wechselwirkungen zwischen Tefrahymena thermophila und E.coli in
stationdren Laborkuituren. Die schwach gedruckien Teile bezishen sich auf Wechselwirkungen, die
nur implizit betrachtet wurden.

Dartiber hinaus wurde ein mathematischer Zusammenhang zwischen ZellgroBe der
Ciliaten und threr spezifischen Teilungsrate dargestellt, der fiir die Modellierung notwendig
sein wird. Zundchst werden jedoch die mit stationéren Laborkulturen erzielien Ergebmsse mit

Literaturangaben verglichen und vervollstindigt.

4.5.1 Dokumentierte Experimente mit Teirakymena und E.coli. (Protozoen und
Bakterien) in stationfiren Laborkuituren |

Seit mehr als 20 Jahren sind Laborkulturen des Riuber-Beute-Systems 7eirahymena-

Bakterien Gegenstand populationsdynamischer Untersuchungen an kontinuierlichen und

stationdiren Kulturen. Alle Untersuchungen sind miteinander vergleichbar, obwohl in den

verschiedenen - Arbeitsgruppen unterschiedliche Stdmme oder sogar verschiedene Arten
bearbeitet und teilweise andere Parameter gemessen wurden. So siehen die in Kapitel 4.1

dargestelltien Ergebnisse durchaus exemplarisch fiir hnliche Untersuchungen (SAMBANIS &
FREDRICKSON, 1988; SAMBANIS er al., 1987; SAMBANIS, 1985; SWIFT ez a! 1982 WATSON
et al., 1981; HABTE & ALEXANDER, 1978 a/b; CANALE ¢z al., 1973).

- Das generelle Merkmal dieser stationiiren (aber auch der kontinuierlichen) Mischkulturen
von Tetrahymena und Beutebakterien ist, dafB die Beutepopulation auf einem relativ hohem

Niveau mit den aktiven Riubern persistiert (s. 4.1). Ansitze, dies durch groBenselektiven
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Nahrungserwerb im relevanten Gro8enbereich der Beute zu erkliren (PAVLOU &
FREDRICKSON, 1983), erwiesen sich als unzutreffend (vgl. jeweils mit HABTE &
ALEXANDER, 1978 a/b; GURIJALA & ALEXANDER, 1990), ebenso wie Annahmen, dal}
bakierielles Wandwachstum (BONOMI & FREDRICKSON, 1976; SAMBANIS & FREDRICKSON,
1989) eine ausreichende Begriindung ist. Lediglich die Arbeiten von CANALE ez al. (1973),
JOSTer al. (1973) und SAMBANIS (1985) wiesen auf einzelne Wechselbezichungen zwischen
den Organismen hin, die sich in den hier durchgefithrten Untersuchungen belegen lassen und
- wie spéter gezeigt wird (s. 5.4) - auch in ihrer Kombination hinreichend sind, die
beobachteten Phdnomene konsistent zu erkliren: Es ist das Wechselspiel zwischen sigmoiden
(stufigen) FreBkinetiken und das Wachstum der Bakterien auf autochihonen Substraten, das
das "Koexistenzniveau" der Populationen bestimmt (vgl. Arbeitshypothese, s. 1.1).

CANALE et al. (1973) erkannten bereits, daB in den Mischkulturen ein Recycling der C-
Quellen von Bedeutung ist. Allerdings war das methodische Vorgehen von einigen
Storfaktoren geprigt, die eine detaillierte Analyse verhinderien (Ari der Erfassung der
Kohlenhydraie, Bestimmung der O.D. nach Zentrifugation zur Abtrennung der Protozoen).
So war es dieser Arbeitsgruppe nicht mdglich, das charakteristisch hohe Niveau der
Bakierienpopulation zu erkennen. PAVLOU (1983) und SAMBANIS (1985) stellten spiter fiir
die Dynamik von Mischkulturen die Implikationen der Annahme eines Nihrstoffrecyclings
und ihre Diskrepanz zu den Versuchsergebnissen theoretisch dar (vgl. Anhang B; s. 4.1).

Eine andere Arbeitsgruppe (JOST et al., 1973 a/b) versuchte, ihre experimentellen Ergeb-
nisse bei der Stabilititsanalyse kontinuierlicher Mischkulturen durch ein enzymkinetisch
hergeleitetes Modell fiir die Wachstumskinetik der Protozoen zu erkliren und konnte
damit einige experimentelle Befunde, die bisher theoretisch nicht nachvoliziehbar waren,
qualitativ reproduzieren. Dieses sogenannte "Multiple Saturation Model" stellt eine sigmoide
Wachstumskinetik dar (s. Tab. 1.4). MeBtechnisch sind die Unterschiede zwischen Wachs-
turmnskinetiken vom Monod- und Multiple-Saturation-Typ kaum aufzulésen, haben aber
bedeutende Konsequenzen fiir das dynamische Verhalten der Kulturen. Auch nach den in
Kapitel 4.1 (Abb. 4.7) dargesteliten Ergebnissen 148t sich keine Unterscheidung treffen. Erst

~die Loslosung von der Annahme, Protozoenbiovolumen (Biomasse) und -zellzahl bzw.
Nahrungsaufnahme (functional response) und Zellteilung (numerical response) seien
dquivalent, fithrte zu Ergebnissen, die den Monod-Typ der FreBkinetik (Holling Typ
I} nicht mehr nachvollziehen lieBen und sigmoide FreBkinetiken (Holling Typ III)
wahrscheinlicher machten (s. Kap. 4.4). Aufgrund der Bedeutung fiir die Dynamik von
Réuber-Beute-Systemen wird die FreBstrategie von Tefrahymena im folgenden Kapitel 4.5.2

noch einmal gesondert diskutiert.
Wie Arbeiten von HABTE & ALEXANDER (1978 a/b) verdeutlichen, ist das Koexistenz-
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Riuber desto mehr Bakterien). Neben nicht auszuschlieBenden Inhomogenititen (s. 3.2;
Anhang C) legen die Arbeiten von CURDS & COCKBURN (1968), SAITOH & ASAI (1982),
aber auch Abbildung 4.15, die Vermutung nahe, daf die Ciliaten bei hoher Réuberdichte
einander im Nahrungserwerb behindern. Wie dies in die Modellierung einzubeziehen ist,
wird in Kapitel 4.5.2 und Anhang E diskutiert.

Einige Parameter, die mehr oder minder bedeutend fiir die Dynamik von Laborkulturen
sind, wurden bisher nur selten erfait oder entziehen sich einer Serienmessung mit kurzen
MeBintervallen.

So wurde hier in Verbesserung der Ansiize von CANALE er al. (1973) versucht, die
Freisetzung autochthoner Substrate durch Erfassen des DOC der Kulturen zu analysieren.
Dies ist iedoch nur bedingt gelungen, Zwar lassen die gemessenen DOC-Werte (s. Kap. 4.1)
Grenzen des Konzentrationsbereichs erkennen, iiber die tatsiichliche Verfiigbarkeit des DOC
kénnen aber nur indirekt Schliisse gezogen werden (s. 3.5, 3.6, 4.4). SAMBANIS (1985)
dokumentierte ca. 30% hohere Bakterieneririge beim Wachstum auf autochthonen Substraten
einer Mischkuliur, was aber auch in den unterschiedlichen Arten bzw. Stdmmen
{(Tetrahymena elliotii - T. thermophila, E.coli-Stimme) begriindet liegen kann.

Toxine, die von E.coli ins Medium ausgeschiedenen wurden, scheinen die im Rahmen
dieser Arbeit durchgefiihrien Versuche nicht wesentlich beeinflufit zu haben (s. Kap. 4.2).
Untersuchungen von WATSON et al. (1981) deuten ebenfalls darauf hin, daB nur bei htheren
als den hier verwendeten Bakterienzelldichten solche Effekte zu erwarten wiren. Die
Zeitspanne, bis zu der lebende Protozoen in den Kulturen beobachtet werden konnten, ist der
vont SAMBANIS (1985) dokumentierten annghernd gleich (>200 h).

Das Schwimmverhalten der Ciliaten, soweit es hier erfaB8t werden konnte, entsprach
weitgehend den Angaben von WATSON er al. (1981) und SWIFT et al. (1982). Alierdings
lieBen meine Beobachtungen kein so einheitliches Verhalien erkennen, wie es in den
genannten Queilen dargesteili wurde. Generell scheint jedoch die Aussage giiltig zu sein, daf
die effektive Strecke, die ein Individuum pro Zeiteinheit zuriickiegt, sich vergrofert, wenn
das Nahrungsangebot knapper wird. Die Korrelation von Schwimmverhalten und FreB-
aktivitit, wie sie von den beiden Autorengruppen vertreten wird (mit einem fressenden und
einem nichtfressenden Zustand der Zelle), lieB sich nicht nachvollzichen. Leider fehlen auch
in anderen Arbeiten Dunkelfeldaufnahmen, die das Schwimmverhalten deutlicher darstellen
und systematisierbar machen konnten (s.a. 4.5.2).

SWIFT (1981) weist darauf hin, daB die Bedingungen bei der Vorkultivierung der Ciliaten
_ Auswirkungen auf die Frefirate in den Versuchskulturen hatten. So spielt fiir die Dynamik des
| Réiuber-Beute-Systems auch die Vorgeschichte der Organismen eine womdglich nicht

e . . . . .
unbedeutende Rolle. Da jedoch die r Vorkultivierung bei den von mir
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durchgefiihrten Versuchen gleich waren, ist davon auszugehen, dal keine Kulturen mit
grundsitzlich unterschiedlichem Verhalien der Organismen untersucht wurden. "Geschicht-
liche Phinomene" sind lediglich in die quantitative Schwankungsbreite der Ergebnisse

eingegangen.

Vergleicht man abschiieBend die charakteristischen Werte fiir das Wachstum von
Tetrahymena spec. auf E.coli (Tab. 4.4), so 1468t sich auch hier fesistellen, daB die ermiticlien
Werte typisch und die Ergebnisse unterschiedlicher Arbeitsgruppen weitgehend konsistent
sind. Dies gestattet eine zusammenfassende Auswertung und Interpretation meiner und

fremder Versuchsergebnisse.

Parameter ermitieite Werte Literaturangaben
maximales/minimales 25000 m3 / 780 pm3 50000 pm?3 / 2000 pm3
mittleres Zellvolumen
maximales/minimales 69000 um‘_’n} 1 400 m3 105 um?, /700 ].lm3

Zelivolumen
max. spezifische 0.248 /h 0.31 /h
Biovolumenwachstumsrate
Halbsattigungskonstanie (L- 8.7 » 1010 Bake./1 7.0 -1010 Baki/
Wert)
max. spezifische Teilungsraie 0.218 /h 0.13-0.31/h
L-Wert 9.6 - 1010 Bakr./1 2.9 - 1010 Bake./1
Zellzahlertragskoetfizient 0.89 - 1.7 - 104 Zellen/Bakd (.3 -1.5- 104 Zellen/Bakt

Biovolumeneriragskoeffizient

0.16 - 0.31 ym3/Bakt.

0.15- 0.3 um3/Bakt.

spezifische Zellvolumen-

AW aTaV-o N
U;U’Ué.} f1i

FreBkinetik
max. spezifische FreBrate
(niedrigster) L-Wert

Verlustrate 0.005-0.022/n
spezifische Lysisraie 0.0023 - 0.60% /n
gestufter Holling Typ HI Hoiling Typ II oder ITi

10153 Bakt/Cil. h
7.2« 109 Bakt./1

ca. 11006 Bakt/Cil. h
0.2 - 7+ 1010 Bake /1

min. E coli -Dichie

0,13 - 3 - 109 CFU/

107 -1010 CFU/

Tab. 4.5: Vergleich von Wachsiumsparametern von Telrahymena thermophila auf E.coli mit
Literaturangaben zum Wachstum von Tetrahymena spec. auf Bakterien. Die Angaben entstammen
der im Text von Kap. 4.5 zitierten Literatur und VILLARREAL ef al. (1975), Umrechnungen nach

HELLUNG-LARSEN & ANDERSEN (1989), BRATBAK & DUNDAS (1984),.
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4.5.2 FreBkinetik von Tetrafiymena thermophila
Die FreBkinetik vieler riuberischer Organismen wird mathematisch oft mit einer

hyperbolischen Funktion (Holling Typ II, u =imfbb) beschrieben, Sie leitet sich aus einer

mechanistischen Vorstellung des Beutefangens her (vgl. WISSEL, 1989). Diese Funktion wird
als so grundlegend angesehen, da viele Daten mit Blick auf dieses Modell interpretiert
wurden. Gerade bei der Betrachtung mikrobieller Systeme erscheint sie oft zu einfach, bzw.
sie beschreibt nur Systemzustinde ausreichender Nahrungsversorgung hinreichend genau. Fiir
die Substrataufnahmerate von E.coli wurde bereits im Kapitel 3.1 auf zwei unterschiedlich
affine Substrataufnahmesysteme hingewiesen, fiir enzystierende Protozoen ist es unmittelbar
einleuchtend, daB Schwellenwerie der Nahrungsdichte fiir das Einsetzen und Einstellen der
Nahrungsaufnahme existieren (BRADBURY, 1989).

In den Verdffentlichungen von FENCHEL (1986, 1880) wird generell der Holling Typ II als
charakteristisch fiir das Freflverhalten von Filirierern postuliert. Und auch in vielen
theoretischen Arbeiten (s. 1.3 & 4.5.1) wird dieser Typ bevorzugt betrachtei. Griinde dafiir
mdégen die relativ einfachen mathematischen Eigenschaften der Funktion, aber auch
methodischen Grenzen der Analyse des Freverhaltens bei niedrigen Beutedichten sein (vgl.
SAMBANIS, 1985; JOST et al., 1973 a/b). Zweifel an der Bedeutung der von FENCHEL
ver{ffentlichten Absolutwerte fiir filtrierende Ciliaten {er ermittelte sie durch Verfiitterung
von kiinstlichen, sphirischen Mikropartikeln) erhoben SHERR et al. (1987), die stait
kiinstlicher Pariikel fluoreszenzmarkieiie Bakierien (FLB) veifiitterten und vielfach hdhere
Aufnahmeraten ermitieln konnten. Dieser Effekt leitet sich mdoglicherweise aus den
unterschiedlichen physikochemischen Eigenschaften der Partikel- bzw. Bakterienoberfldche
her (vgl. GURUALA & ALEXANDER, 1990 a)

JOST ez al. (1973 a/b) beschrichen die spezifische FreBrate von Tefrahymena mit einer
sigmoiden Funktion (Holling Typ III). Ihre Herleitung geht auf eine "enzymkinetische"
Sichtweise zuriick, jedoch kOnnen auch mechanistische Gesichispunkie des Beutefangs, wie
die Steigerung der "Jagdaktivitit”, zu sigmoiden Kinetiken filhren (WISSEL, 1989; Anhang
E).

Die Daten der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiithrien Versuche lassen eine einfache
Interpretation nicht zu. Offenbar ist die FreBkinetik von Tetrahymena komplexer beeinfluft,
als bisher angenommen (Kap. 4.4). Einige Aspekte, die auch von aligemeiner Bedeutung sind,
werden 1m folgenden erdrtert: Beuteselektion, Einflu der Réuberdichte auf die spezifische
FreBrate, Auswirkungen der Variabilitit der Organismen, Verhaltensinderungen und

Adaptation.

e
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4.5.2.1 Spezifische Frefirate und Beuteselektion

Die spezifische FreBrate eines Riubers ist nicht nur von der Beutedichte, sondern auch von
den Eigenschaften der Beute abhéingig. Ein grundlegendes Kriterium dafiir, was fiir einen
Riuber als Beute zu betrachten ist, ist dic BeutegroBe. Dies gilt nicht nur fiir hohere
Organismen, sondern insbesondere auch fiir filtrierende Ciliaten. Bau (Ciliatur, GroBe) der
Oralregion und Strémungseigenschaften des Filtrationsapparates selektieren Beutegrifien
(FENCHEL, 1986; NISBET, 1986). Die Priferenz der BentegréBen fiir einige Ciliaten wurde
meist mit kiinstlichen Beutepartikeln ermittelt - eine Methodik, die nicht unkritisch zu
betrachten ist (LAVIN, HATZIS e al., 1990; LAVIN er al., 1990; FENCHEL 1986, 1980 a/b).
Doch zeigt sich, daB bestimmte Ciliaten bestimmte Partikelgréfien bevorzugt aufnehmen und
in natiirlichen Okosystemen eine bestimmte "Nische im BeutegroBenbereich” ausbeuten
konnen.

Die Variation der mittleren ZellgréBe von E.coli in den hier beschriebenen Versuchen war
jedoch gering (0.368 £ 0.030 um3 iiber alle Versuche, innerhalb eines Versuches von 24 h um
4-6% abnehmend, jeweils bezogen auf eine Messung mit 24 ym Orifice und 1% NaCl-
Losung). Da E.coli-Zellen eine zylindrische Form besitzen, kann angenommen werden, daf
sich mit einer kleinen Volumeninderung Zellinge und Durchmesser nur unwesentlich
verédnderten.

Fiir Mischpopulationen von Protozcen kann aber nicht generell ausgeschlossen werden,
daf} sie in Teilung befindliche Bakterien (Doppelzellen) bevorzugt eliminieren (SHERR et al.,
1992). SHERR et al. schliisselten ihre Ergebnisse nicht nach Bakterienarten auf und bezogen
sich weitgehend auf heterotrophe Flagellaten. Diesen &hnliche Versuchsergebnisse wurden im
Rahmen dieser Arbeit fiir das Wachstum von E.coli nach Entfernen von Tetrahymena
ermittelt. Fraglich bleibt, ob die beobachieten Unterschiede der mittleren Bakierienzellgrofie
zwischen Kulturen mit und ohne Protozoen auf FraBpriferenzen beruhten (s. 3.5).

Eine weitere mglicherweise fraBselekiiv wirkende Eigenschaft der Beutebakterien ist die
‘a:uﬁéare Struktur ihrer Zellen. So stelien GURTALA & ALEXANDER (1990 a) das Ausmal der
Reduktion einer Bakierienpopulation durch FrafB in Zusammenhang mit der Hydrophobizitit
der Zellen. CURDS & VANDYKE (1966) beschrieben eine Umkehr des Cilienschlages bei der
Ingestition "ungeeigneter” Beutebakterien durch Paramecium. Unklar ist die Ubertragbarkeit
dieser Ergebnisse auf die Versuche meiner Arbeit, da keine Daten zur Beschaffenheit der
E.coli-Zellen erhoben wurden. Es erscheint aber aufgrund der Literaturdaten unwahr-
scheinlich, daB die Versuchsergebnisse in bezug auf die spezifische Frefrate durch
Anderungen der Zellstruktur von Exoli bedeutend beeinfluflt wurden.

* "Beutegrofle und Zellstruktur der Beute miissen jedoch fiir unterschiedliche Wuchsformen
‘einer Beuteart und zwischen unterschiedlichen Beutearten als wichtiger Faktor fiir die

Futterselektion durch filtrierende Ciliaten (Protozoen) angesehen werden.
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4.5.2.2 Spezifische Frefrate und Zelldichie der Riuber, Homogeniidt der Kulturen
Im Kapitel 4.4 wurde bereits darauf hingewiesen, dafl die Riuberdichte die spezifische
Frefrate beeinflussen konnte. SAITCH & ASAI (1982) untersuchien die Abhingigkeit der
Teirahymena-Zelldichte in der stationdren Phase einer batch-Kultur von unierschiedlichen
Konzentrationen an ciliatenzellgroBen Glaspartikeln. Sie stellten fest, dal eine Verlingerung
der Iag-Phase und eine niedrigere Zelldichte erreicht wurde, je mehr kiinstliche Partikel im
Medium enthalten waren. Die spezifische Teilungsrate blieb dagegen unbeeinfluft.
CURDS & COCKBURN (1968) zeigten ebenfalls an batch-Kulturen, da3 mit zunehmender
Zelldichie von Terrahymena die spezifische FreBrate sank (XKlebsiella aerogenes als Beute).
leiches zeigen die Daten von HABTE & ALEXANDER (1978 a/b) (imit Teirahiymena und
diversen Beutebakterien). Allerdings wird nichts iiber den Grad der Durchmischung dieser
Kulturen mitgeteili, der ja einen erheblichen Einflu haben kann (s. Anhang C.1). CURDS &

COCKBURN formulieren die FreBkinetik in folgender Weise:
. Umax b @3
u=g cy+b -3)

mit b=baktericlle Biomassekonzentration, cy = Dichie der Riuberzellen,
und erreichten damit eine visuell gute Ubereinstimmung mit transformierten Versuchsdaten
bei hohen Beutedichten. Ihre urspriinglichen Versuchsdaten (fiir ca. 0.001-0.2 g Bakterien/i
bzw. etwa 2:10%-5.1011 Bakterien/l, umgerechnet nach BRATBAK & DUNDAS (1984)) weisen
jedoch ebenfalls auf eine stufige Funktion hin. Eine Anpassung der in der vorliegenden Arbeit
ermitielten Daten an die vorgeschlagene Funktion lieB jedoch keine Verbesserungen in der
Interpretierbarkeit zu. Vergleicht man Formel 4.3 mit der iblichen Darstellung einer
functional response Typ I, wird deutlich, welche biologische Implikation die Auntoren in ihre

Formel eingebracht haben (vgl. WiSSEL, 1565)

. Bin filirierender Riuber, der pro Zeiieinheit den Bruchieil o seines Habitats nach
. Beuie (b) absucht oder filtriert, trifft auf ab Beuteindividuen. Gelingt es ihm, den
Anteil B der Beutetreffer zu ingestieren, so hat er in einem Zeitraum (T) Ugh)=Tafb
“Beuteindividuen ausiilirieri (Typ I). Bendiigi er jedoch einen gewissen Zeiiraum
" (handling time, Ty), die Beute aus dem Filtrationsapparat heraus zu ingesticren, und
“steht ihm dieser Filirationsapparat erst dann wieder voll funktionsfihig zur Verfiigung,
- wenn er (teilweise) von Beutepartikeln befreit ist, so bleibt ihm von dem Zeitraum T

' nur dze Zelt Ts, um effekiiv zu filtrieren (Ts = T — Ty U(p)). Es ist dann: -

Uy =TsoBb=(T-Ta Upp ofb (44
T
_ Th b
..und nach Umstellung ergibt sich: Ugp) = = (4.5.1)
+b

Th 05[3
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bzw. nach Division durch T und Substitution u(b) = zmj_xbb (4.5.2)

Setzt man o oder P in einfache reziproke Abhdngigkeit von der Riuberdichte (cy),
weil sich das Filtrationsvolumen verkleinert, je mehr Rduber sich behindern oder die
Ingestition der Beute storen, so &ndert sich Formel 4.4 in

Uth) = Ts o == (T - Ty Up)) 0B 4.6)
Durch Umformung und Substitution ergibt sich schliefltich Formel (4.3).

Analog der vorangegangenen Herleitung 148t sich eine von Riuber und Beute abhingige
functional response Typ III finden (s. Anhang E). Sie impliziert, daB die Riuber sich
einerseits gegenseitig behindem, andererseits auch ihre Effektivitéi linear mit der Beutedichie
steigern. Damit ergibt sich (s. Anhang E)

b2
u(b) = L——;mf_—’_? (4.7
oder u(h) = (mla;éfng)bz 20 4.8)

Die Ergebnisse der Kurvenanpassungen in Kapitel 4.4 und die letztlich zur weiteren
Modellierung ausgewihlien Kinetiken legen eine andere Betrachtungsweise nahe.

umax b2
L2 + (Fen)? + b2 4.)

So impliziert die mathematische Formulierung u(h) =

fiir niedrige Riuberdichten einen unbedeutenden EinfluBl der Rinber auf die spezifische
Frefraie und verwirfi die zuvor gemachten einfachen Ansdtze. Die mathematische Formu-
lierung leitet sich nicht aus der Verhaitensphysiologie der Riuber her, sondern aus der
Annahme der mangelnden Durchmischung der Kulturen (s. Anhang C und E). Die relativ
guten Ergebnisse der Kurvenanpassungen fiir Kinetiken, die die Riuberabhéngigkeit durch
Heterogenitit der Laborkulturen begriinden (s. Tab. 4.3 & 4.4; Modell 10), deuten auf nicht
zu vernachlissigende Einfliisse inhomogener Durchmischung hin. Letztlich kann derzeit nicht

entschieden werden, welcher Ansatz realistischer ist. U.U. treten Mischtypen auf.

4.5.2.3 Spezifische Frefirate, Verhalien, Variabilitit und Adapiation
‘Einige Autoren geben fiir Protozoen FreSkinetiken des Typs u(h)= i+—é)_—;}%¥ mit u(p)=0,

wenn b<b(j, an (CUNNINGHAM & NISBET, 1983). Unmittelbar einsichtig sind solche Kineti-

‘ken fiir enzystierende Protozoen (z.B. Colpoda; BRADBURY, 1987), die unterhalb einer

bestimmten Beutedichte (bg) jegliche FreBaktivitit einstellen. Okologisch sinnvoller erscheint

jedoch auch hier ein Ansatz, der eine sigmoide Kinetik annimmt, da kaum zu erwarten ist,




118 4 Wachstum von Tetrahymena

daB alle Individuen gleichzeitig en- oder ezystieren, sondern sich eine Streuung der
umax (b-bg)?

individuellen Schwellenwerte {iber die Population ergibt: also z.B. u(b)= m. Zwar
geht in diese (einfache) Funkiion die Verieilung der individuellen Eigenschafien nicht direkt
ein, der sigmoide Charakter dieser Kinetik entspricht jedoch dem infolge von Variabilitit zu
erwarienden. Wie die Ergebnisse der Kurvenanpassungen in Kapitel 4.4 zeigen, bietet auch
diese Funktion eine relativ gute Beschreibung der spezifischen Frefrate von Tefrahymena.

Jingere Arbeiten von LAVIN er al. (1990) belegen, daBl in Tetrahymena-Populationen
nichtfressende Zellen auftreten, ohne dafl diese Zellen encystiert sind. Bereits die
Untersuchungen von CORLISS (1953) weisen auf fressende und nichtfressende Zellzustéinde
hin. WATSON er al. (1981) fanden analog dazu eine Anderung des Schwimmverhaltens.
Zumindest die Arbeitsgruppe um LAVIN konnte zeigen, daB fressaktive und nichtfressende
(10% der Ciliaten) Zellen in einer Population (Laborkultur) gleichzeitig auftreten.
ZALKINDER (1979 a/b) verdffentlichte zuvor, daf die FreBaktivitit einer Tetrahymena-Zelle
mit der Zellzykiusphase wechselt. Es kann also davon ausgegangen werden, dall die hier
durchgefiihric Berechnung der spezifischen Frefrate sich nicht auf einen Zellzustand bezieht.
Vielmehr scheinen mehrere Zusiiinde der FreBaktivitit gleichzeitig vorzuliegen. Dies deuten
auch die verschiedenen Verhaltensmuster des Schwimmens an, die ich mikroskopisch
beobachten konnie. Die einzelne Riuberzelle kann dann durchaus zu einem Zeitpunkt mit
einer funktionell anderen Kinetik fressen, als dem Mittel der Gesamtpopulation entspricht.
Die FreBrate einer Einzelzelle wird also durch die Variabilitdt innerhalb der Population
verwischt.

In den hier durchgefiihrien Versuchen ist die Zahl der Individuen hoch. Damit warde eine
gute Mittelung des Verhaltens der Ciliaten erzielt. Die geirofienen Aussagen iiber die
FreBkinetik sind also mehr ein Charskieristikum fiir die FreBstrategie einer ganzen
Population. Sie ist ein Resultat unterschiedlicher Einzelstrategien, deren Hiufigksiten sich
innerhalb der Population in Abhingigkeit von den ZufBeren Bedingungen #ndein kdnnen. Ein
mdgliches Resultat wiren solch gestufie FreBkinetiken wie sie im Kapitel 4.4 aus den
MeBwerten hergeleitet wurden, wenn sich in Abhéingigkeit von der Beutedichte die Anieile
der Einzelstrategien in der Population verschieben.

RICCI (1990) stellte an verschiedenen Ciliatenspecies die Breite ihrer Verhaltensmuster
vom Schwimmen, Fressen bis hin zum Paarungsverhalten und die Abhéngigkeit dieser
Verhaltensmuster von der Umweltsituation dar. Situationsabhingige Anderungen des
Verhaltens scheinen danach zumindest fiir Ciliaten ebenso wie fiir Metazoen die Regel zu

sein, Sie sollten nicht nur im physiologischen Interesse betrachtet, sondern auch im Rahmen

ihrer Ykologischen Bedeutung - hier fiir die Dynamik eines mikrobiellen Riuber-Beute-

Systems - _ﬁbez_‘p_riift werden.
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Die Einbeziehung von Verhaltensinderungen in die Betrachtung der Dynamik mikrobieller
Biozdnosen bringt eine weitere Qualitidt in die Diskussion von Stabilitdt, Koexistenz und
Konkurrenz der Arten: die Fidhigkeit der raschen Adaptation. So ergeben sich neue,
inshesondere bei variablen Umweltbedingungen relevante Selektionsmechanismen. Selbst fiir
relativ einfache Laborkulturen ktnnen Adaptationsphinome eine Rolle spielen (SWIFT er al.,
1982; s. 4.3). Ahnliche Phinomene sind von Bakterienkulturen hinlinglich bekannt. Bei
Untersuchungen von Populationsdynamiken werden sie jedoch h&ufig ausgeklammert.

4.5.2.4 HMethoden zur Bestimmung der spezifische Frefirate

Die hier gewiihlte Methode zur Bestimmung der spezifische FreBrate (s. Kap. 4.4) von
T: ezr&hymena besitzt den Nachteil der Indirektheit: Die FreBrate wurde durch die Verluste an
elekironisch gezidhlten, bakteriengroflen Partikel bestimmi. Dies erfordert einen Rechenauf-
wand, bei dem die Fehler der einzelnen notwendigen MeBparameter sich in der Berechnung
fortpflanzen. Der Vorteil neuerer elekironischer Zahlgerite liegt in der raschen Aufarbeitung
der Probe und der hohen Genauigkeit der Messung (Fehler um * 2% fiir bakteriengrofie
Partikel), die fiir das gew#hlte Verfahren notwendig ist. Die Bestimmung der Bakierien-
zellzahl iiber Platienkeimzahlen (CFU) oder mit ilteren elekironischen Zihlgeriten kann
diesc Genauigkeit nur mit erhShtem Aufwand gewihrleisten, der den zeitlichen Abstand der
MeBintervalle bzw. letztlich die Anzahl der moglichen Versuche in einem Zeitrahmen
begrenzt. Frithere methodische Angaben zur Berechnung von Filirationsraten bzw. der
spezifischen Frefirate verschweigen oft das Problem der Fehlerfortpflanzung (SAMBANIS,
1985; COUGHLAN, 1969).

Die Notwendigkeit, direkie Methoden einzusetzen, wurde jedoch vielfach gesehen. Weit
verbreitet ist mitilerweile der von SHERR er al. (1987) propagieric Einsatz fluoreszenz-
markierter Bakierien (FLEB) und die direkie mikroskopische Auszidhlung in den Nahrungs-
vakuolen der Protozoen. Wenn nach der FLB-Zugabe die Auszihlung der Vakuoleninhalte
erfolgt, bevor die Bakterien mit dem Farbsioffen weitgehend verdaut sind (also etwa
innerhalb 30 min bis 1h nach Zugabe) kann aus der Zahl der FLB in einer Protozoenzelle auf
die spezifische FreBrate geschlossen werden. Allerdings bestehen auch hier methodische
Grenzen: Die Zugabehiufigkeit von FLB zu Laborkulturen wird durch die Verwischung der
einzelnen Zugaben bzw. die Auflésung der mikroskopischen Auszdhlung begrenzi, und bei
Verfiitterung von FLB an eine (ggf. aufbereitete) Probe der Laborkultur ist mit
Verfdlschungen durch die Manipulation der Organismen bei Probennahme und Aufarbeitung
zu rechnen (s. 4.1). Eine bedeutende Verbesserung kdnnte der Einsatz von Flowcytometern
(MELAMED et al., 1990) im Zusammenhang mit FLB geben. Zur Zeit liegen jedoch nur
wenige .Erfahrungen mit diesen Geridten bei der Analyse von Populationsdynamiken

mikrobieller Systeme vor (LAVIN er al,, 1990). Es zeigt sich aber, dall darmit die spezifische
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FreBrate einzelner Zellen geschitzt werden kann. Daneben kdnnen iiber andere spezifische
fluoreszente Farbstoffmarkierungen und {iber Sireulichtmessungen weitere physiologische
und morphologische Parameter der Riuberzellen (Zellvolumina, Granularitdt, DNA,
Membranen, pH uv.a.) parallel erfalt werden. Zeitlich hohe Auflésungen fiir die Dynamik
verschiedener physiologischer Parameter der R#uberpopulation kodnnte der Einsatz
umgeriisteter Flowcytometer fiir kontinuierliche Messungen (SERNETZ, MULLER personliche
Miiteilung, 1993) ergeben. Dies liele sich insbesondere filr Chemostatenkulturen realisieren,
aber auch fiir relativ kurzzeitige Messungen an stationdren Kulturen wire dieses Verfahren
geeignet, solange der Probenstrom das Kulturvolumen nicht deatlich erniedrigt hat.

Ferner wurden Methoden mit radicakiiv markierten Bakierien vorgeschlagen (MARVALIN
& LAZAREK, 1988), die sich aber aufgrund des methodischen Gesamtaufwandes wohl nur bei
filtrierenden Metazoen (Daphnia) einsetzen lassen,

Die Bestimmung der spezifischen Frelrate bzw. Filtrationsrate kann besonders bei den
indirekten Methoden durch das Wachstum der Beute erschwert werden. Wie im Rahmen
meiner Versuche festgestellt werden muBte, ist eine Abschitzung des bakteriellen Wachsiums
mit erheblichen Problemen verbunden (s. 3.5). Eine fiir Feldversuche etablierte Methode, die
relativ gute Ergebnisse liefert, ist die Einbaurate radioaktiv markierten Thymidins und
Leucins u.a. (s. z.B. RIEMANN & BELL, 1990; GEIDER, 1989; JONAS et al., 1987). Sie miiBte
fiir den Labormalistab entsprechend adaptiert werden.

Die Qualitét der in Kapitel 4.4 gefundenen Ergebnisse ist jedoch von diesen Erdrierungen
unabhingig. Im Vergleich mit den hier verwendeten Methoden zur Bestimmung bakteriellen
Wachstums sind keine drastischen Auswirkungen auf die qualitativen Aussagen zur
spezifischen Frefrate zu erwarien. Die angesprochenen Methoden ermdglichen allerdings
eine differenziertere Analyse der Mechanismen.

4.5.3 Spezifische FreBrate und unbelebte bakteriengroBe Partikel

Insbesondere bei langer Kultivierungsdauer treten in den Mischkulturen von Tefranymena
und E.coli etwa bakteriengroBe, nicht als CFU nachweisbare Partikel auf (s Kap. 4.1;
SAMBANIS, 1985). Neben den systematischen Fehlern zwischen elektronischer Partikel-
zdhlung und CFU-Bestimmung (DRAKE & TSUCHIYA, 1973) sind diese gemessenen Partikel
auf Lysis und Lysisprodukte sowie auf Exkretion der Ciliaten riickfiihrbar (unverdaute Resie
aus-den Nahrungsvakuolen). Die exakie Menge dieser Partikel, die auf die FreBrate von
Tetrahymena wirken kinnte, lieB sich jedoch nicht abschéizen. Elekironische Partikelzihlung
bzw. CFU-Bestimmung iiber- bzw. unterschiitzen die tatsdchliche Bakieriendichte. Mit Hilfe
_ desKanalanalysators des Counters war der "Bakterienpeak” deutlich von anderen
'Hintergrundpartikein abzugrenzen. Lediglich im Bereich niedriger Beute- und hoher

A T8
L LT
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Vielfach wird davon ausgegangen, daB filtrierende Ciliaten Partikel nur nach GriRe
selektieren. Es ist daher anzunehmen, daB ein Input an unbelebten Pariikel die Bestimmung
der FreBkinetik beeinfluBt. Dieser Einfluf kann dazu gefiihrt haben, daB in den Versuchen bei
hohen Réiuber- und niedrigen Beutedichten die spezifische Frefirate der Ciliaten unterschiitzt
wurde, da die Partikelbildungsraie nicht bestimmt und eingerechnet wurde. Qualitativ sind
damit jedoch keine drastischen Anderungen der in Kapitel 4.4 gefundenen Aussagen
verbunden. SAMBANIS (1985) simulierte unter diesem Aspekt den EinfluB nicht belebter
Partikel mit seinem Modell (s. Anhang B), konnte jedoch keine qualitativen Anderungen im
Systemverhalien finden. Experimentelle Untersuchungen von MALLORY er al. (1983)
bestdtigen diesen Befund. Sie machten jedoch auch deutlich, daB mit dem Anteil bzw. Inpui
an nicht belebten Partikeln die bakterielle Population stirker reduziert wiirde als ohne
Partikel, da die Frefirate ansteigt.

Hingegen scheint bei hohen Konzentrationen "ungiinstiger" Partikel eine Reduzierung des
Frefidrucks auf die Bakterienpopulation ebenfalls moglich: CURDS & VANDYKE (1966)
verifentlichten, daB Paramecium caudatum den Cilienschlag im Mundfeld umkehrte, wenn
“ungiinstige" Nahrungsbakterien anfgenommen wurden. Ebenso weist HOLZ (1973) in einem
Ubersichtsartikel auf vergleichbare Phinomene der Beuteselektion durch Tetrahymena hin.

Unbelebte Partikel kdnnen in geringem Umfang die vorgestellten Versuchsergebnisse
quantitativ beeinfluBt haben. Eine qualitative Anderung der Gewichtung der Ergebnisse ist

damit jedoch nicht verbunden.

4.5.4 Aufnahme lgslicher Substrate durch Tetrahymena

Neben der Aufnahme partikuldrer Stoffe (Endocytose) ist Tetrahymena in der Lage,
gelGste organische Substrate aufzunehmen nnd zu verstoffwechseln. Ein Aufnahme-
mechanismus ist direkt an die Endocytose gekoppelt, indem Isliche Substrate mit dem
Medium und Partikel in Nahrungsvakuolen eingeschlossen und der Verdauung zugefiihrt
wergen (RICKETTS, 1972; RASMUSSEN & KLUDT, 1970). Die Bildung von
Nahrungsvakuolen ist jedoch nichi an die Anwesenheit filtrierbarer Partikel gebunden,
sondern tritt auch, aber deutlich reduziert, in partikelfreien Nihrmedien auf. Neben der
Endocytose werden verschiedene weitere Aufnahmemechanismen diskutiert (s. NILSSON,
1976). Ihre quantitative Bedeutung ist ungekliirt. Bei den Kalkulationen von NILSSON iiber
die Vakuolenbildungsrate wurde auch deutlich, daB die Aufnahme von 16slichen Substraten
iber Nahrungsvakuolen nur dann quantitativ das Wachstum der Zellen ermdglicht, wenn eine
10- bis 20-fache Konzentrierung méglich ist. Dazn sollen mukose Ausscheidungen, die die
Substrate binden und anschlieBend endocytiert werden, beitragen. RASMUSSEN & ORIAS
:(1975) isolierien eine mundfeldiose, nicht Vakuolen bildende Terrahymena-Mutante, die in

einem spezicllen, (hoch-)konzentrierten Medium mit hohen Wachstumsraten existieren
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konnte. Dies deutet darauf hin, daf neben den zuvor angesprochenen Aufnahmemechanismen
andere Transportsysteme existieren (s.a. 1.2.4.2).

DUNHAM & KROPP (1973) fiihren diverse Hinweise auf einen Carrier-Transpori von
verschiedenen Aminosiuren als Aufnahmemechanismus an. Frithere Arbeiten (HOFFMANN &
RASMUSSEN, 1969; STEPHENS & KERR, 1962) beschreiben aktive Aufnahmemechanismen
fiir einige Aminosduren, Racematselektivitit und kompetitive Hemmung. Die zelluldre
Lokalisation der Aufnahmesysteme blieb aber bisher offen.

GLASER (1988) untersuchte die Aufnahme von Glycin und Histidin in kontinuierlichen
Mischkulturen von Terrahymena und E.coli. Bei niedrigen Bakteriendichten (um 109/1) und
relativ hohen Protozoendichten (um 107/1) wurde der Hauptanteil (ca. $G%) der pulsartig
zgegebenen Aminosiure von Temrahymena aufgenommen. Zwar besitzen die Bakierien eine
hihere Substrataffinitit als die Ciliaten, jedoch fithrien die extremen Verhilinisse zwischen
den Populationen dazu, daB die Menge an zngegebener Aminosdure quantitativ in die
Protozoenpopulation einging. GLASER wies darauf hin, da} diese Versuchsbedingungen von
geringer Relevanz unter natiirlichen Bedingungen sind. In einigen der hier durchgefiihrten
Versuche (s. Abb. 4.2) treten jedoch Zhnliche Populationsverhiltnisse wie in GLASERs
Versuchen auf. GréBere Mengen des von den Organismen freigeseizien DOC kOnnten
womdglich auch direkt in die Ciliatenpopulation geflossen sein. Entsprechend wiren im
wesentlichen die Verlusiraten der Protozoen unterschiizt worden.
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4,6 Fazit der Versuchsauswertung

Im Rahmen der Kapitel 3 und 4 konnten viele Wechselwirkungen im R&uber-Beute-
System von Tetrahymena thermophila und E.coli beschricben werden. Fiir die hier
untersuchten stationdren Laborkuliuren sind folgende Ergebnisse bedeutend:

@ Tetrahymena verfolgt beim Nahrungserwerb zwei Strategien, die an unierschiedliche
Beutedichien angepaBt sind. Fiir niedrige Beutedichten gilt eine functional response
Holling Typ HI Sie ist sowohl von der Beute-, als auch von der Riuberdichte
abhingig (vgl. s. 4.4).

€ Réuber wic Beute scheiden autochihone Subsirate aus. Quantitativ bedeutend sind die
Substratausscheidungen der Ciliaten. (s. 3.1 & 4.1). Ungeklért ist, ob diese durch Lysis
und/ecder als "Verdauungsreste” in das Medium abgegeben werden. _

@ Autochthone Substrate kénnen wahrscheinlich von beiden Populationen genutzt
werden. Die Wachstumskinetik der Bakierien auf diesen autochthonen Substraten
konnte nur geschidtzt werden (s. 3.5), die Aufnahmekinetik der Ciliaten ist unbekannt.

® Organismenbiirtige Toxine konnten nicht nachwiesen werden (s. 3.3 & 4.2 ).

@ Es gibt Hinweise, dafl die Kultivierungsmethode (Durchmischung der Kulturen) die
Populationsdynamiken beeinfluBt hat (s. 3.4, 3.5, 4.4, Anhang C & E).

Fiir kontinuierliche Kulturen mit allochthonem Substrat (z.B. Glucose) sind zudem folgende
Beobachtungen relevant:

@ Réuber wie Beute scheiden autochthone Substrate aus. Quantitativ bedeutend kdnnen
die Substratausscheidungen beider Populationen sein (s. 3.1 & 4.1). Die autochthonen
Substrate, die durch Bakierien ausgeschieden werden, sind teilweise direkt an den
Umsaiz des allochthonen Subsirates gekoppelt (s. 3.6).

& Das allochthone Substrat (Glucose) kann womdglich von beiden Populationen genuizt

- werden. Die Wachstuomskinetik der Bakterien auf dem allochthonen Substrat ist (nur)
fiir relativ hohe Substratbonzentrationen bekannt (s, 3.1). Die Aufnahmekinctik der
‘Ciliaten ist unbekannt.

©. Fiir das bakterielle Wachstum auf Glucose und autochthonen Substraten ist das

- antagonistische Wachstumsmodell wahrscheinlich (Katabolit-Repression; s. 3.6).

Mit den bisher erzielten Ergebnissen kann ein mathematisches Basismodell des Riuber-
Beute-Systems mit Differentialgleichungen erstellt werden. Anhand dieses Modells lassen
sich offene Fragen diskutieren, und es kann als Grundlage zur Abschitzung des
_Systemverhaltens vater anderen Versuchsbedingungen dienen.

T
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5 Ein Modell zur Beschreibung der Dynamik eines
mikrobiellen Riuber-Beute-Systems in Laborkulturen

In diesem Kapitel wird ein Modell entworfen, das die Versuchsergebnisse der stationédren
Laborkulturen von Tetrahymena thermophila und E.coli (s. 3 & 4) in Zusammenhang stellt
und nachvollzichen 148t Es ist ferner Grundlage fiir die Vorhersage der Auswirkung von
Versuchsmodifikationen. Offene Fragestellungen sollen geklirt oder eingegrenzt werden.
Wesentliche Wechselwirkungen zwischen den Organismen, aber auch einige physiologische
Phinomene werden modelliert. Im Rahmen der Sensitivitdtsanalyse (s. 5.2) kann uv.a.
dargestellt werden, welche Prognosen das Modell fiir modifizierte Eigenschaften der

Organismen trifft.

51 DasModeil

5.1.1 Strukturierung des Modells

Die hohe Anzah! der Organismen in den Versuchen gestattet eine indiskrete Modellierung
der Populationen in einem Differentialgleichungssystem. Asynchrone Kulturen kbnnen damit
gut simuliert werden. Eine Alters- oder GroBenstrukturierung wurde nicht beriicksichtigt.
Einige physiologische Eigenschaften (s. 3.6.1-3, 4.3-4) der Organismen werden deskriptiv in
das mathematische Modell eingefiigt (z.T. durch Verwendung logischer Operatoren wenn-
dann). Adaptationsphinomene, die auf komplexere Umstrukturierungen der Physiologie
beruhen, werden ausgekiammert.

Die Dynamik der stationdiren Laborkulturen wird in dem Modell mit vier Variablen
(Riuberdichte und -grifle, Beutedichte, Konzentration autochthonen Substrais) beschrieben.
Die Unterteilung der Riuberpopulation in die Teilpopulationen der Zellzahl und der Zeligroie
erlaubt die Unterscheidung von Lysis- und Exkretionsprozessen fiir Biomasseverluste sowie
Teilungs- und Biomassewachstumsprozesse, die bei der Wuchsstrategie von Teirahymena
von Bedeutung sind (s. 4.1, 4.3; 1.1.1). Die Population der Beutebakterien soll hier nur
unstruktariert als Beutezelldichte betrachtet werden, da sich in den unternommenen
Versuchen keine relevanten Anderungen der ZellgroRe erkennen lieRen. Die "Population” des
autochthonen Substrates stellt die Summe aller verfiigharen, organismenbiirtigen Subsirate
dar. Die Zulissigkeit dieser undifferenzierenden Betrachtung der autochthonen Subsirate
- wurde bereits im Kapitel 3.6 diskutiert. Substratausscheidung durch unvollstindige
| Verdauung der Nahrung ("sloppy feeding") wird im Abschnitt 5.3.2 untersucht.
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Die zeitliche Anderung der Riuberzelldichie (cy) setzt sich zusammen aus einem Term,
der das Teilungswachstum in Abhingigkeit vom Zellvolumen (c,) und die Verluste der

Population durch Lysis beschreibi:
dcy
di ~ HN(cv)CN—INCN 5.1

Die zeitliche Anderung des mittleren Zellvolumens der Riuber (cy) wird durch die
Zunahme des Zellvolumens durch FraB, den Verlust an Zellvolumen durch proportionale
Abbauprozesse (endogene Veratmung) und durch die Zellteilung beschrieben:

dcy

i - Yy u(p,cy)— MN(cy) Sv—TvCy (5.2}

Die zeitliche Anderung der Beutezelldichte (p; es wurden die Partikel-bezogenen Daten
verwertet) wird bestimmt durch den Zuwachs unter Umsatz autochthonen Substrates (s;),
durch Fraflverluste und Verluste aus Lysis:

d
T =Hp(s1) P~ U(p.ca) SN - Yp P (5.3)

Die zeitliche Anderung des autochthonen Subsirats (s7) ergibt sich aus dem Input durch die
Verluste in Réuber- und Beutepopulation und dem Verlust durch die Aufnahme der
Beutebakterien :

ds; 1
—{='Y_1piip(81)P+(ZN'YN+ZV'}’V)CNCV +ZpHp (5.4)
Ferner gilt fiir die spezifische FreBrate u(p,cy), wenn uy(p,cx)>uz(p,cy) ist
2
Umaxj D
AN=H1{1 ray= = Py = (5, )]
PRI CA=L 2 L Fy o) + p2 &
Umaxp p?
(5.6)

bzw. BN =U2PAN)= L3 L By o2 4 p2

Wenn u2(p,cy)>u1(p,cx) ist.
Fiir die spezifische Teilungsrate |IN(cy,) der Protozoen gilt im Falle eines "shift up” (s. 4.3):

Piw(ey) = a11 e{2126V) 6.7

. . b d .
~ bis zum Erreichen der maximalen Zellgrofe (?C{v > 0), danach und im Normalfall: . .

a21 (cy- Cyg) 5
o)

Unarfe, )y =
l"JZJ.V\CV} 322 + Cv_ CVO
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Die bakterielle Wachstumskinetik ist

_ B.Xl S1,
Mp(s )= o (5.9)
Die Simulationen wurden mit einem skalierten Modell durchgefiihri. Das skalierte

Differentialgleichungssystem istim Anhang ¥ dargestellt.

5.1.2 Basiswerte der Modellparameter

Als Basiswerte der Modellparameter dienen die in den Versuchen ermitielien Werie (s.
Tab 4.5). Wo nur Angaben von Weriebereichen moglich waren, wird primir ein Wert dieses
Bereichs willkiirlich ausgewdhlt. Fiir Modellparameter, die kein paralleles, vergleichbares
Versuchsergebnis besitzen, kann im Zusammenhang mit Literaturdaten eine Wertabschétzung
vorgenommen werden.

Dies gilt fiir die Ausbeuie an autochthonem Substrat aus den Verlusten der Riuber- und
der Beutepopulationen. Der theoretische Maximalwert (100%) fiir die Ausbeute autochthonen
Substrats aus den Verlusten der Organismen 138t sich aus den Ausbeutekoeffizienten
abschitzen, die im Rahmen dieser Arbeit filr das Wachstum der Organismen ermittelt wurden

-1012 ;
(s. Kap. 3.1 & 4.1): Wenn also Ypgie=Yjp= %’

so wire in erster Niherung Zpmax Y 2G gmlo S?‘;;iﬁkm = 4-10-13 g/# die Ausbeute glucose-
«J® . £

dquivalenter auiochthoner Substrate.

Fiir Biovolumenverluste der Ciliaten 148t sich eine analoge Abschitzung vornehmen: Das
Ciliatenbiovolumen entspricht gemiB dem Ausbentekoeffizienten einer bestimmten Menge
Bakterien (Y,=0.24 um3/#), die wiederum einer bestimmten Menge Glucose bzw.

glucosedquivalentem autochthonen Substrat entspricht (s.0.). Es wire dann
1 12 ofium3
Zymax = ZNmax = W:l'?l()l g/um?.

Da allein aus thermodynamischen Griinden 100% Effektivitiit nicht zu erwarten sind und
die Versuche zum Wachstum von £.coli auf antochthonen Substraten (Kap. 3.4 & 3.5 )
zeigen, daB gar nicht alle antochthonen C-Quellen der Verstoffwechselung zur Verfiigung
sichen, so miissen die tatsichlichen Werte fiir Zp, Zyund Zy unter den zuvor geschitzten
- Werten liegen. SAMBANIS (1985) schligt nach &hnlichen Betrachtungen einen

- Korrekturfaktor von 0.3 vor, der zunichst als Smulahonsgrundlage ibernommen werden soll
-+ Es gelten also die Basiswerie: Zp = 1.2:1013 g/#, Z,=Zy =5:10- Boym3,
o : .A_ll_e Basiswerte sind in Tabelle 5.1 aufgefiihrt.
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Parameter Wert Bezeichnung
Staribedingungen

CN 1.100 #1 Réuberzelldichte

Cy 5000 pm3 Riuberzellvolumen

P 1108 #/1 Beutezelldichte

S7 0.0 g/l Konzentration des autochthonen Substrates

Tellungswachsium der Riuber

aii 0.00111-1 Teilungskoeffizient fiir "shift up”

az 1.34-104 pm-3 Volumenkoeftizient fiir "shift up”

an] 0.385 h-1 max. spez. Teilungsrate

any 7474 um3 Halbsidttigungskonsiante der Teilungskinetik

Cvo 2298 1im3 minimales teilungsfaniges Zellvolumen
Fraf und Biovelumenwachstum der Riuber

Umaxi 153 ##h max. spez. Frefiraie fiir niedrige Beutedichien

L1090 Halbsattigungskonstante der FreBkinetik fiir niedrige

L1 7-2:107 #/1 Beutedichten

B 1022 Gewichtungsfaktor des Riubereinflusses auf die

1 FreBkinetik fiir niedrige Beutedichien
Umax?2 10153 #/#h max. spez. Frebrate {iir hohe Beutedichien

.1010 Halbsittigungskonstante der FreBkinetik fiir hohe

Lo 8.5:1014/1 Beutedichien

E 6711 Gewichtungstaktor des Riubereinflusses auf die

2 FreBkinetik fiir hohe Beutedichten
Yy 0.24 pm3/# Biovolumenausheutekoeffizient
Verlusie der Riiuber
o, 0.009 h-1 spezifische Lysisrate
Yo 0.0065 h-! spezifische Zellvolumenverlusirate

(Teilungs-)Wachstum der Beute auf autochthonem Subsiraten

Mmax /p 0.378h-1 max. spez. Teilungsrate
%, J10-3 Halbsittigungskonstante der Wachstumskinetik der
Ky 2.6:10 g/l Beute auf antochthonen Substraten
Y1y 2.5-1012 #/g Beutezellzahlausbeutekoeffizient
Veriuste der Beuie
Yy 0.001 h-1 spezifische Lysisrate der Bente
fnpui an autochthonem Subsiraten
N 5010-13 g/um3 Ausbeute autochthonen Substrats bei Lysis der Rauber,
L1n-13 3 Ausbeute autochihonen Substrats bet Exkretion u.i..
Zy 3107 gfym durch Riuber
J10-13 Ausbeute autochthonen Substrats durch Verluste der
Zy 121671 g/t Reute

Tab. 5.1: Basiswerte der Modeliparameter fUr die Simulation von Labormischkuituren von Tetrahy-

mena thermophila und E.coli.
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52 Sensitivitfitsanalyse

Die Sensitivititsanalyse (Analyse der Anderung der Modellvorhersagen in Abhiingigkeit

von der vorgegebenen Anderung einzelner Modellparameter) wurde mit den Basisdaten aus
Tab. 5.1 durchgefiihrt. Sie ermOglicht einerseits eine Abschitzung, ob und bei welchen
Parametervariationen sich die Vorhersageeigenschaften des Modells deutlich #ndern.
Andererseits kann die Variation der Parameter als Verallgemeinerung der Modellaussagen
angesehen werden, wenn ein biologisch begriindeter Rahmen eingehalten wird. Anderungen
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der kinetischen Konstanten ktnnen als Auswirkungen von Organismenauswahl, Toxinen,
Inhibitoren usw. interpretiert werden.

Die allgemeine Vorhersage des Modells mit den Basiswerten ist in Abbildung 5.1
wiedergegeben. Die Riuberzelldichte steigt nach einer "lag-Phase" (shift up; s. 4.3) an-
nihernd exponentiell an und durchliuft bei ca. 40 h Versuchsdauer ein Maximum. Die
folgende Abnahme erfolgt ebenfalls anndhernd exponentiell. Das mittlere Zellvolumen der
Réuber steigt ohne Zeitverzigerung an, durchiduft bei 10-20 h ein Maximum und verringert
sich rasch durch fortgesetzte Zellteilung und Veratmung. Ab ca. 50 h erfolgt kein Teilungs-
wachstum mehr. Die Beutezelldichte nimmt mit Zunahme der Riuberdichie beschieuvnigt ab.
Sie durchliduft - beim Maximum der R#uberdichie - ein Minimum (ca. 40 h). Die Konzen-
tration autochthoner Substrate steigt mit Zunahme der R#uberpopulation an. Sie durchlduft
bei etwa 50 h ein Maximum. Spezifische FreBrate und die Dichte der Beutepopulation sowie
insbesondere die spezifische Teilungsrate der Beute und die Konzeniration autochthoner
Substrate sind im zeitlichen Ablauf eng gekoppelt - letziere fast linear.

Diese grundlegende Dynamik bleibt bei den meisien Parametervariationen qualitativ
erhalten. Die im folgenden verwendeten Begriffe "quantitative Verschiebung" beziehen sich
auf die Absolutwerte der Simulationen, und “zeitliche Verschiebung" bezeichnet Ver-

schiebungen der Kurven gegen die Zeitachse.

5.2.1 Variation der Startbedingungen

5.2.1.1 Sigribedingungen der Beutezelidichte und der Komzentraiion autochthoner
Substrate
Die Reutezelldichte wurde fiir diese Simulation im Bereich von 109 #/1 bis 1012 #/
variiert. Abbildung 5.2 verdeutlicht, daf die Auswirkungen auf die Dynamik der Variablen im
Wesenilichen quantitativ sind. Die Niveauunterschiede der simulierten Beutedichien
vermindern sich im Simulationszeitraum zwar allmihlich, die Staffelung wird jedoch
beibehalten — obwohl mit der hSheren Startbeutedichte auch schlieBlich eine hohere
Rauberdichte in der Kultr erreicht wird.
Qualitative Unterschiede zwischen den Simulationen sind:
Bei Startbeutedichten von 102 #/1 scheiden die angeimpfien Riuber (106 #/1, Zell-
volumen 5000 pum3) so viel Substrat aus, daB die Beutepopulation darauf anwichst,
ohne daB der FreBdruck dieses Wachstum kompensiert. Bei Startbeutedichten von
1012 #/1 persistiert cine relativ hohe Beutedichte mit einer hohen Riuberdichte,
: wihrend die spezifische Frefirate nach etwa 40 h etwa auf dem Niveau der iibrigen
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Simulationen liegt. Die Konzentration autochthoner Substrate behdlt nach einem
Maximum hohe, sich nur langsam vermindernde Werte.

Variationen der Startkonzentration der autochthonen Substirate wirken dhnlich wie die
Variation der Beutedichie. Bei den gewihlten Basiswerien der Modellparameter wichst die
Beutedichie bei ausreichender Substratkonzentration rascher an, als sie durch Fral} dezimiert
wird. Die Dynamik der Populationen #hnelt den Simulationen entsprechender Beutedichten in
Abbildung 5.2.
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Abb. 5.2: Auswirkung der Variation der Beutezelldichte (p) beim Start stationdrer Laborkuituren
Die Starizelldichten sind: p=109 #/1, p=1010 #/, p=51010 41, p=1011 47, p=1012 #/.
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5.2.1.2 Startbedingungen der Réuberzelldichie

Die Variation der Zelldichte der Riuber kann in Parallele zu den Versuchsergebnissen von
HABTE & ALEXANDER (1978 a/b) betrachtet werden, wonach hohe Réuberzelldichten
(Terrahymena pyriformis) beim Start stationdrer Laborkulturen hthere Beutedichten (getesiet
wurden diverse Bakterienarten) im Verlauf des Experiments/Simulation bedingen. Diesen
Befund gibt die Simulation wieder (Abb. 5.3).

Je mehr Riuber beim Start anwesend waren, desto frither erfolgie der Einbruch der
Beutepopulation, die sich dann aber auf einem hoéheren Niveau stabilisierie. Grofle Riuber-
zellvolumina wurden nur erreicht, wenn die Startriuberdichte gering war. Die héchsten
Konzenirationen autochthoner Substrate wurden bei hohen Startriiuberdichien vorhergesagt.
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Abb. 5.2: Auswirkung der Variation der Rauberzelldichte (cpj) beim Start stationérer Laborkulturen.
Die Startzelldichten sind: cy=105 #/1; c=10% #/l; cn=510% #/; cn=107 #/l; cp=5107 #/; cn=105 #/1.
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5.2.1.3 Zellvolumina der Riuber beim Start

Die Variation des Zellvolumens der Réiuber beim Start der Kulturen hat im wesentlichen
guantitative Auswirkungen auf die Dynamik der Populationen (Abb. 5.4). Sie gleicht der fiir
die Simulation der Basiswerte (s. Abb. 5.1). Mit dem Startzellvolumen wird auch die
maximale Zelldichte der Riuber im System bestimmt und damit auch die Beutedichie und die
Konzentration autochthoner Subsirate. Ein groBes Startzellvolumen der Riuber fithrt zu einer
hheren maximalen Riuberdichte. Der Zusammenhang ist allerdings nicht linear: ein Faktor
von 18 zwischen den Startzelivolumina reduziert sich auf einen Faktor um 2 fiir die Maxima
der Riuberzelldichte. Dieser Fakior entspricht wiederuin anndhernd der Relation der
Zellvolumenmaxima in den Simulationen.

Im Modell legen die vier niedrigen Startzellvolumina "shift up" Situationen fest
{Aufstockung der Nahrangsverfiigharkeit im Vergleich zur Vorkultur; s. Kap. 4.3). Bei
ansteigendem Starizellvolumen verkiirzt sich die "lag-Phase" des Teilungswachstums der
Riuber. Das hochste getestete Starizellvolumen entspricht einer "shift down" Bedingung. Es
tritt keine Verzogerung der Teilung und auch keine zwischenzeitliche Zunahme des
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Zellvolumens mehr auf.

Langfristig gleichen sich die Simulationswerte der Populationen fiir die unterschiedlichen
Startbedingungen einander an. Unterschiede der Startzellvolumina sind also nur kurzfristig
von Bedeutung.

5.2.2 Variation der bakterieilen Wachstumskinetik

Die Wachstumskinetik der Beute ist mit entscheidend fiir die Quantitit der rezyklierien
Subsirate im System. Bei der Variation der Parameter wurden biologisch sinnvolle Ober-
grenzen eingehalten.

5.2.2.1 Maximale spezifische Teilungsrale
Erhohung der maximalen spezifischen Teilungsrate der Beute vom Basiswert aus (0.378 /h)

fithrt nur zu geringfiigigen Anderungen der Dynamik der Populationen (Abb. 5.5). Eine Ver-
ringerung von Umaxjp auf ein Zehntel des Basiswertes erzeugt hingegen deutliche
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Abb. 5.5: Auswirkung der Variation der maximalen spezifischen Teilungsrate der Beutebakterien flr
das Wachstum auf autochthonen Substraten (imax1p) auf die Dynamik stationarer Laborkulturen. Die
maximalen spezifischen Teilungsraten sind: lmax1p=0.756 /h; umax1p=0.567 /h; umax1,=0.378 /h;
Hmax 1p=0.189 /h; max1p=0.0378 /h.
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Verdnderungen:
Das Riuberzellvolumen nimmt rascher ab,
die Beutedichte durchliuft ein veriiefies, zeitlich gedehntes Minimum,
autochthones Substrat akkumuliert.
Fir Umaxjp=0 /h strebt das Sysiem einem Grenzverhalten zu, in dem kein Nihrstoff-
recycling stattfindet. Die Beutezelldichte bleibt jedoch in einem Bereich, in dem sie nicht als
diskrete GroBe betrachtet werden muB!

5.2.2.2 Hailbsdttigungskonstanie der Kinetik des Teilungswachsiums

Die Variation der Substrataffinitit (Halbsittigungskonstante, K-Wert) der Wachstums-
kinetik der Beute fiihrt im zeitlichen Rahmen der Simulation zu quantitativen Anderungen
insbesondere in der Dynamik der Beutepopulation und der Konzentration autochthoner
Substrate (Abb. 5.6). Die Erhthung des K-Weries (=Verringerung der Substrataffinitit) fithrt
zu einer stirkeren Ausprigung des Minirnums der Beutepopulation zwischen 40-80 h Simula-
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- Abb, 5.5 Auswirkung der Variation der Halbsattigungskonstanten der Wachstumskinetik der Beute
(Ky) auf die Dynamik stationérer Laborkulturen. Die Halbsamgungskonsianten sind: K1_2 6@‘!0‘4 g/i

K=8.7:10"4 -4 ofl; K7=2.6010"3 g/l; K4=7.8¢10"3 g/i;K 4=2.6°102g/l.
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tionszeitraum.” Sie wiichst allerdings im weiteren Verlauf auf geringfiigig hshere Dichten an
als bei Simulationen mit niedrigeren K-Werten, da mehr Substrat akkurnuliert wurde. Ahnlich
wie bei der Untersuchung der spezifischen Teilungsrate (s. 5.2.2.1) scheint hier bei
K7=7.8-10-3 g/l ein Wert erreicht zu sein, wo die Teilungsrate der Beute die Frefiverluste

durch die Rduber nahezu ausgleicht (fiir >80 h).

5.2.2.3 Ausbeutekosffizien:

Eine Erhohung des Ausbeutckoeffizienten der Beute fiir das Wachstum auf autochthonen
Substraten (Y p) fiihrt zu parallelen ErhShungen der Populationsdichten (s. Abb. 5.7). Fiir die
R#uberpopulationsdichte, die Riuberzellvolumina und die Beutezelldichie bedeutet dies im
wesentlichen eine Einschrinkung der Nettoverluste. Die ErhGhung der Subsiratkonzeniration
mit steigendem Y /p resuitiert aus der Frefkontrolle der Réuber tiber die Beutepopulation, die

den Input an Substrat nicht durch ungehindertes Wachstum abschépfen kann. Es wird

deutlich, welch grundlegend bestimmenden Einfluf die FreBkinetik anf die Dynamik des

Systems hat.
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Abb. 5.7: Auswirkung der Variation des Ausbeuiekoeffizienten des Wachstums der Beute auf autoch-

thonen Substraten (Y yp) auf die Dynamik stationdrer Laborkulfuren. Die Ausbeutekoeffizienten sind:

Y 15=0.25°1012 #/g; Y 1p=1.25¢1012 #/g; Y 7,=2.541012 #/g; Y yp=3.7501012 #/g; Y 1=5.01 012 g/g.




136 5 Medellierung

5.2.3 Variationen der Parameter des Teilungswachstums der Riuber

5.2.3.1 'shift up"-Teilungskinetik
Die Variationen der Parameter der spezifischen Teilungskinetik der Réuber (ajjund ajp)

fiir den Fall, daB die Rduber beim Start der Kulturen von schlechten in guie Nahrungs-
bedingungen iiberfiihrt wurden, sind fiir beide Parameter gleichgerichiet (Abb. 5.8 fiir aj1). Es
ergeben sich leichte quantitative und zeitliche Verschiebungen zur Simulation mit den Basis-
werten (vgl. Abb. 5.1). Eine Erhthung der Parameter fijhrt jeweils

- zur Verkiirzung der "lag-Phase" des Teilungswachstums,

- zu hheren Maximalwerten der Riuberdichte,

--aber zu geringeren maximalen Zellvolumina,

- zur rascheren Dezimierung der Beutepopulation, ohne das langfristige Niveau

deutlich zu erniedrigen,
- zum frilheren Anstieg sowic zur ErhShung der maximalen Konzentration autoch-

thoner Substraie.
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5.2.3.2 Parameter der normalen Teilungskinetik

Maximale Teilungsrate (a>1) und Halbséttisungskonstante (372)

Auch die Variationen der Parameter der normalen Teilungskinetik (apj und aps) haben
einander dhnliche Auswirkungen auf die Dynamik. Allerdings ist aufgrund der hyper-
bolischen Kinetik eine ErhGhung von apj gleichgerichtet mit einer Verminderung von apz und
fithrt zu einer hoheren spezifischen Teilungsrate der Réuber.

Die Erhhung von ap; bzw. Verminderung von app fiihit

- zu einer Erhohung und schirferen Auspriigung des Maximums der Riuberzelldichte

--zu einer rascheren Verringerung des Zellvolumens durch die erhohte spezifische
Teilungsraie

- zu einer beschleunigien Dezimierung der Beutepopulation

- zu einer Erhdhung und Verschirfung des Maximums der Konzentration autochiho-

ner Substrate,
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Abb. 5.9 Auswirkung der Variation der normalen Teilungskinetik der Rauber (hier az1) auf die
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Die Veridnderungen der Dynamik der Populationen sind gegeniiber der Start-Variations-
breite von einem Faktor 20 fiir 231 und einem Fakior 100 fiir a5y deutlich geddmpfi; So wird
die maximale Populationsdichte der Riuber bei Erhthung von az; nur um das 3.5-fache bei
Variation von aps nur um das 3.4-fache erhSht.

Minimales teilungsfihiges Zellvolumen der Riuber

Die Auswirkungen der Variation des minimalen teilungsfihigen Zellvolumens (cyg) auf
die Dynamik des Sysiems sind vielschichtig (Abb. 5.10). Eindeutig ist die Wirkung auf die
Zelldichte und das Zellvolumen der Riuber: Eine Erhdhung von cyg fiihrt im
Simulationszeitraum zur Verminderung der Zelldichte und zur Erhthung des Niveaus der
mittleren ZellgroBe. Der eingeseizte Maximalwert (cy0=22980 um3) liegi iiber dem
Zellvolumen, das theoretisch durch die Nahrungsaufnahme mdglich ist. In diesem Fall finden
keine Teilungen mehr statt (z.B. Blockade des Teilungsmechanismus).

Die Beutezelldichte wird von den cyp-Variationen uneinheitlich beeinfluBit. Ausgehend von
dem niedrigsten Wert cy=229.8 um3, einem Zehntel des Basiswertes, fiihrt eine Erhhung

bis zum Basiswert zuniichst zu einer Nivellierung des Minimums, jedoch im weiteren
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zeitlichen Verlauf auch zu zwischenzeitlich geringeren Beutedichten. Eine weitere ErhGhung
von cyg fithrt dann zu einer langfristigen Anhebung des Niveaus der Beutedichie. (Fiir
cy0=229.8 um3 betrigt der Simulationswert der Beutedichte bei t=150 h 111 % des Simula-
tionswertes fiir ¢yp=2298 um3, der Simulationswert fiir ¢yp=22980 um3 betrigt 680%.)

Die Konzentration der autochthonen Substrate zeigt im mittleren Zeitrahmen bei Erhthung
von cy( ebenfalls eine schwache Erhthung des Niveaus. Weitere Erhdhungen von cyg tiber
den Basiswert hinaus fiilhren zur drastischen Minderung der Substratkonzentraiion. (Der
Simulationswert des Substrates fiir ¢,0=229.8 pm3 bei t=150 h liegt bei 80 % des Simula-
tionswertes fiir cyg=2298 m3, der Simulationswert fiir cy(=22980 1m3 bei 11%.)

ﬁ;ndemngen in ¢y werden niur schwach geddmpft und bewirken deutliche Verdnderungen

in der Dynamik des Systems.

£.2.4 Veriation der Frefikinetik

5.2.4.1 Frefkinedk fiir niedrige Beutedichien

Variationen der FreBkinetik fiir niedrige Beutedichten wirken sich dann aus, wenn die
diesbeziiglich errechnete spezifische FreBrate grofler ist als diejenige, die durch die Kinetik
fiir hohere Beutedichien fesigelegt wird, Da das Modell so formuliert wurde, dafl immer die
Teilkinetik gilt, die die hiichste spezifische Nahrungsaufnahmerate ergibt, verschiebt sich mit
der Variation der Parameter auch der Gitltigkeitsbereich der Teilkinetiken in bezug anf die

Beutedichte gegeneinander.

Maximale gpezifische Frefirate

Die Auswirkungen der Variation der maximalen spezifischen Frefiraie (Umaxi1) auf die
Dynamik des Systems besteht in der quantitativen Verschiebung der Populationsniveaus
(Abb. 5.11). Im Simulationszeitraum werden die Zelidichte und das Zellvolumen der Riuber
kaum beeinfluflt. Letzteres zeigt bei hohem upyxy einen leichten Anstieg am Ende der
Simulation. Eine ErhShung von umay1 fithri zu einer stirkeren Ausprigung des Minimums
und Absenkung des langfristigen Niveaus der Beutedichte. Eine Variation von upy1 um den
Faktor 50 wird in der Beutepopulation durch eine Variationsbreite mit dem Faktor 5.2
beantwortet (bei t=150 h). Im Gegensatz dazu fithri die erhthte maximale spezifische Frefirate
auch zu einer Erhthung der Konzentration autochthoner Subsirate, da ja die Subsirat-
verbrauchende Beutepopulation geringer ist. Die Dampfung der Eingangsvariationsbreite ist
hier geringer als bei der Beutepopulation. Zum Zeitpunkt t=150 h variieren die

~Konzentrationswerte (noch) um den Fakior 16.
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Halbsittigungskonstante
Ahnlich wie fiir die Variation von umax1 gilt auch fiir die Variation der Halbsittigungs-

konstanien Lj, daf} im Wesentlichen dic Dynamik der Beutedichte und der Konzentration
autochthoner Substrate quantitativ verindert werden. Eine Verminderung von L1 bewirkt dhn-
liche Effekte wie eine ErhShung von upgaxi:

- Verminderung des Niveaus der Beutepopulation,

- Erhohung der Nettoverlustrate der Beuie,

- Erhohung des Niveaus der Substratkonzentration,

- Verminderung des Nettoverbrauchs der autochthonen Substrate infolge geringerer

Beutedichte.

Die. mathematische Formulierung (Formel 5.5) der FreBkinetik 146t schon erkennen, daf
sich eine Verminderung von Lj bei relativ geringen Riuber- und Beutedichten auswirki. Dies
wird in Abbildung 5.12 deutlich: im Bereich niedriger Beute- und hoher Riuberdichien sind
die Kurven relativ dicht beieinander, divergieren aber parailel zur Abnahme der Riuber-

population.

Riubereinfluf}
Der RiubereinfluB} auf die spezifische Frefirate wird mit der Variation des gewichtenden

Faktors F; verandert. Ahnlich wie fiir Lj gilt, daB sich Variationen nur dann deutlich auf die
Kinetik auswirken kénnen, wenn das Produkt Fiecy gegeniiber der Beutedichte und Ly
bedeutend ist, also insbesondere bei niedrigen Beute- und hohen Réuberdichten. Wie bei den
anderen Parametern der Frefkinetik gilt auch fiir die Variation von Fy, daB die Dynamik der
Zelldichte und des Zellvolumens der Riuber nur geringfiigig beeinflufbar ist {Abb. 5.13).
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Abb. 5.13: Auswirkung der Variation des Raubereinflusses auf die FreBkinetik fir niedrige
Beutedichte (F{) auf die Dynamik stationadrer Laborkulturen. Die Parameterwerte sind: F1=102.2;

F1=511; F1=1022; F1=5110; F1=10220.
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Die Verminderung von Fj unter den Basiswert (F1=1022) verringert den inhibierenden
EinfluB der Riuber auf die spezifische Frefirate. Das Minimum der Beutedichte priigt sich bei
hohen Riuberzelizahlen deuilicher aus, die Konzentration autochthoner Substrate wird erhéht.
Die Dynamik strebt also einem Grenzverhalten fiir Fj=0 zu.

Eine Erhdhung von Fp fiihrt zu einer (zwischenzeitlichen) Anhebung der Niveaus der
Beutezelldichte, die sich jedoch im Laufe der Simulationen mit der Abnahme der Réiuber-
dichte angleichen. Bei extremen Erhhungen von Fy ist auch langfristig ein hohes Niveau der

Beutedichte zu erwarien.

5.2.4.2 Variation der Frefikinetik fiir hohe Beutedichien
Die Variation der FreBkinetik fiir hohe Beutedichten wirkt sich bei den gewihlien

Startbedingungen zu Beginn der Simulationen aus.

Maximale spezifische Frefirate

Eine Variation der maximalen spezifischen FreBraie der Kinetik fiir hohe Beutedichten
(umax2) wirkt sich weitgehend als zeitliche Verschicbung in den Trajekiorien der einzelnen
Variablen aus (Abb 5.14), Eine Erhthung von upgayo fiihrt zum friitheren Anwachsen der
Réiuberpopulation, entsprechender Abnahme der Beutedichte und zumn Anstieg der Konzen-
tration autochthoner Substrate. Neben der zeitlichen Verschicbung werden die Maxima der
Riuberzellzahl, des mittleren Zellvolumens und der Konzentration autochthoner Substrate
erh6ht bzw. verschirfi. Nur die extremen Parametervariationen rufen deutliche gqualitative

Anderungen der Dynamik hervor.

Halbséttigungskonstante
Die Verminderung der Halbs#ttigungskonstanien der FreBkinetik fiir hohe Beutedichien

(L2) hat im Wesentlichen #hnliche Auswirkungen wie die ErhShung von umax2. Die
Ausnahme stellt der niedrigste zur Simulation ausgewihlte Ly-Wert dar, der etwa dem Li-
Basiswert entspricht: el niedriger Riuberdichte und damit geringem RéubereinfluB auf die
FreBkinetik gilt fiir den zeitlichen Rahmen der Simulationen auch bei niedrigen Beutedichien
noch up>uy. Dies fiihrt zu einer stirkeren Reduzierung der Beutepopulation und langfristig

hﬁherern Substratniveau (Abb. 3.15).

Réubereinfluf -

. Der RéubereinfluB auf die Kinetik fiir hohe Beutedichten ist relativ schwach. Erst eine
Verzehnfachung des Basiswertes des gewichtenden Faktors Fy fiihrt bei den vorgegebenen
: Star_t_bedingungcn zu einer schwachen zeitlichen Verschiebung der Trajektorien der einzelnen
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5.2.4.3 Biovelumen-Ausbeute der Rduber

Die Variation des Ausbeutekoeffizienten des Biovolumenwachstums der Riuber (Y,) zeigt
sowohl quantitative Verdnderungen in der Dynamik aller Populationen als auch Ver-
inderungen qualitativer Art in der Dynamik der Riuberdichte und deren mittlerer Zell-
volumina {Abb. 5.16).

Eine Verminderung von Y, auf ein Zehntel des Basiswertes (also: Y,=0.024 pm3/%)
vermindert das Niveau der Populationen:

- Das Maximum der Réuberdichte betrigt ca. 25% des Weries der Simulation mit
dem Basiswert.

- Das mittlere Riuberzellvolumen durchlfuft kein Maximum mehr und nimmt direkt
nach Start der Simulation ab. Die Nettoverluste verstirken sich mit dem vermin-
derten Wachstumn der Beutepopulation.

- Das Niveau der Beutepopulation wird bei t=150 h irn Verhéltnis zur Simulation des
Basiswertes auf 91% gesenkt.
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Abb £.16: Auswirkung der Variation des Biovolumen-Ausbeutekoeffizienten der Réuber (Y )auf die

- Dynamik stationarser Laborkulturen. Die Parameterwerie smd YV_O 024 ;,Lm3/# Y,,..O 12 pm3/# PR
YV—024pm3/# Yy=0.40 pm; Yy=0.083 pm3/#, I, _ T e
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- Die maximale Konzentration autochthoner Subsirate wird im Verhiltnis zur
Simulation des Basisweries auf ca. 17% vermindert, damit auch das Wachstum der
Beutepopulation.

Die Dimpfung der Eingangsvariationsbreite ist also in den einzelnen Populationen unter-
schiedlich stark. Der Fall Y,=0 um3/# (kein Wachstum der Riuberpopulation) stellt eine
"untere Grenze" fiir die Dynamik des Systems dar (maximale spezifische Netto-Verlusiraten
der Riuber, geringe Substrateintrige ins Medium, relativ geringe Beutedichie) .

5.2.5 - Variation der Veriustraten der Organismen
Die Verluste der Organismen sind in diesem Modell mit dem autochthonen Substratpool
gekoppelt. Sie sind damit ein wesentlicher Teil im Prozef} des Nihrstoffrecyclings.

5.2.5.1 Verluste der Beute
Die Auswirkung der spezifischen Verlustrate der Beutepopulation (yp) auf die simulierie

Dynamik der Populationen ist gering. Eine Verzehnfachung des Basiswertes dndert das
quantitative Niveau der Populaiionen nur geringfiigig:

Maximum der Réuberdichte: -6%
Riéuberzellvolumen (1=150 h): -3 %
Beuiezelldichte (t=150 h): -7 %
Substratkonzentration (1=10.5h): +49%
Substratkonzentration (t=150 h): +2%

Hohe Verluste der Beutepopulation wirken sich besonders zu Beginn der Kuliivierung (bis
ca. 20 h) auf die Konzeniration der autochthonen Subsirate aus, da dann die Beutedichten
noch relativ hech sind. Die Absolutwerte sind jedoch so niedrig, dal die Dynamik der
anderen Populationen praktisch unbeeinfluiit bieibt.

Die Beunteveriuste sind alse fiir die Dynamik des Systems unier dicsen Bedingungen

unbedeuiend.
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5.2.5.2 Lysis der Riuber

Wird die spezifische Lysisrate der Riuber (yy) im Bereich vom 0.1- bis zum 10-fachen des
Basiswertes (yy=0.009 /h) variiert, so lassen sich deutliche quantitative und geringfiigige
qualitative Anderungen der Dynamik des Systems erkennen (Abb. 5.17).

Die spezifische Lysisrate bestimmt das quaniitative Niveau aller Populationen. Eine
Erhohung fithrt zu Reduzierung der Riuberzelldichte, jedoch zu einem relaiiv htheren Niveau
des Riuberzellvolumens und der Beutedichie (mach 40 h). Die Konzeniration autochthoner
Substrate ist ambivalent betroffen: ErhGhung von ¥y bis um den Faktor 2 vomn Basiswert fiihrt
zu hoheren Maxima der Substratkonzeniration, jedoch lingerfristig zu niedrigeren Konzen-
trationen. Fir yw=0.09 /h wurden exirein niedrige Subsiratkonzentrationen simuliert, wobei
auch der Maximalwert deutlich unter denen der tibrigen Simulationen lag (-90% des
Maximumweries der Simulation des Rasisweries).

Moderate Variationen von ¥y wirken sich im wesenilichen auf die Réuberdichte und die
ZellgroBe aus. Gravierende Erhohungen (10-facher Basiswert) der Lysisverluste der Réuber
fiilhren hingegen auch zu entsprechend gravierenden Anderungen in der Beutepopulation
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Abb. 54T Auswirkungen der Variationen der spezifischen Lysisrate der Rauber (yp) auf die Dynamik
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(etwa verzehnfacht zum Basissimulationswert bei 150 h) und der Konzentration autochthoner
Substrate. Das System zeigt also ein begrenzies Pufferungsvermégen gegeniiber Anderungen
von Yn.

5.2.5.3 Variation der spezifischen Biovolumenverlustrate der Riuber
Moderate Variationen der spezifischen Biovolumenverlusirate der Riuber () dndern die
Dynamik der Variablen vornehmlich guantitativ (Abb. 5.18). Eine Verminderung von v, fiithrt
- erhoht sich die Rauberzelidichie,
- die Verluste an Zellvolumen werden geringer,
.- das Niveau der Beutepopulation reduziert sich etwas,
~"-"die Konzentration autochthoner Substrate durchiduft ein schwach erhdhtes Maxi-
muin, nimmt aber rascher ab.
Das System strebt einem Grenzverhalten fiir v,=0/h zu.
Eine Verzehnfachung des Basisweries (also %,=0.065 /h} reduzieri das Populations-
wachstum der Riuber deutlich (im Maximum 55% der Basisweri-Simulaiion} und fiihrt
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Abb. 5.18: Auswirkungen der Variationen der spezifischen Biovolumenverlustrate der Rauber (vy) auf
die Dynamik stationdrer Laborkulluren. Die Parameterwerte sind: yy=0.00065 /h; v,=0.0033 /h;
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natlirlich zu einer raschen Abnahme der Zellgrofe. Die Beutepopulation wird anfangs
weniger rasch dezimiert, da weniger Rduber im System sind. Die geringere Riuberdichte (vgl.
Abb. 5.17) fiihrt dazu, daB der RiubereinfluB auf die FreBrate gering bleibt und die
Beutepopulation langfristig stirker dezimiert wird als in den anderen Simulationen. Hinzu
kommt, dal die Ausschiitiung autochthoner Subsirate durch die Riuber im Wesenilichen zu
Beginn der Kultivierung erfolgt und i weiteren Verlauf anfgrund des geringen Biovolumens

der Réuber niedrig ist.

5.2.6 Variation der Ausbeute autochthonen Substrates

Die Variationsbreite der Substrat- Ausbeutekoeffizienten ist ans biologischen bzw. thermo-
dynamischen Griinden im realistischen Sinne begrenzt. Ausbeunten von 100% (Substrat-
dquivalenz) sind nicht moéglich. Fiir den maximalen Fall wurden hier Werte von 80%
simuliert. Die untere Grenze der Variation lag bei 3%, wihrend der Basiswert bei 30% lag.

5.2.6.7 Sustratausbeuie durch Verluste der Bakierien

Die Variation des Substrat- Ausbeutekoeffizienten fiir Verluste der Beute (Zp) im Rahmen
von 1.2¢10-14 g/# bis 3.2¢10-13 g/# fithrte nur zu geringen quantitativen Verinderungen der
Populationsdichten im Verlauf der Simulationen. Die Unterschiede zwischen dieser unteren
und der oberen Grenze der Variation betrugen bei allen Populationen immer weniger als 2%.
Auch hier zeigt sich der geringe EinfluB der Beuteverluste auf den Pool autochthoner

Substrate unter diesen Systembedingungen.

5.2.6.2 Substratausbeute durch Lysis und Biovolumenveriuste der Riuber
ie Variation der Substrat-Ausbeutekoeffizienten fiir Lysis- und Biovolumenverluste der
Riuber (Zp und Z,) fiihrt im Prinzip zu quaniiiativen Verschicbungen der Populationen {Abb.
5.19 fiir Zyy). Fiir einen Wert von Zy=0 bzw, Z,=0 ergibt sich fiir alle Variablen eine uniere
Grenze der Trajektorien. Dieses quantitative Niveau kann nicht mehr unterschritten werden.
Je grofler Zy bzw. Z, ist, desto héher sind die erreichten Populationsdichten. Mehr Substrat
(im biologisch sinnvollen Rahmen) begiinstigt das Wachstum der Beute, das wiederum durch
den FraB die Nettoverlustrate der Riuberpopulation ddmpft.
Beti gleichen Parameterwerten waren die Unterschiede zwischen den Simulationen mit

Variation von Zy und Zy, nur unbedeutend.
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5.3 Modellmodifikationen

5.3.1 Modellvorhersage unter Beriicksichtigung einer verhaltensphysiologisch

Die im Anhang E hergeleitete und bei den Kurvenanpassungen (s. 4.4, Tab. 4.3 & 4.4)
eingesetzte Kinetik

_ (Umax -F CN) b2
u(b,CN) - L2 + b2

begriindet sich auf verhaltensphysiologischen Annahmen zur FreBaktivitdt der Réiuber. Ihr
Nachteil ist, daB sie fiir F «cy > umax negative Werte annehmen kann und daher auf u(h,cyR0
beschrinkt werden muf, um biologisch sinnvoil zu sein. Mit dieser Kinetik konnten jedoch
gute Anpassungen an dic MeBdaten gefunden werden (s. 4.4). Im folgenden wird daher
untersuchi, ob und wo sich Unterschiede zu der zuvor untersuchten Alternative

Umax b2
P0.CN) = 12 F o)+ b2

ergeben. Die Simulationen wurden mit einer Modifikation des skalierten Gleichungssystems
durchgefiihrt (s. Anhang F). Die Parametervariationen wurden in Analogie zu Kapitel 5.2
getestet.

Bei den meisten Sensitivitiistests mit dieser Kinetik ergaben sich nur geringe Unterschiede
zu den Ergebnissen der vorherigen Analyse. Einige Auswirkungen resuliieren daraus, daB die
angepaBten Parameter dieser Funktion (s. Tab 4.3 & 4.4) einen steileren Ubergang zu
niedrigen Preflraten festlegen. In den Simulationen erzeugt das einen zeitlich schérferen
Ubergang von abfaiiender zu persistierender Beutedichte (vgl. Abb. 5.20 und 3.2).

Bei hohen Ré#uberdichten ergeben sich jedoch deutliche Unierschiede im Sysiemverhalten
zu den Simulationen in Kapitel 5.2. Dies sei am Beispiel der Variation der Anfangs-
beutedichte dargestellt. Sie legt ebenfalls die maximal erreichbare Riuberdichte des Systems
fest. Abbildung 5.20 zeigt das Ergebnis einiger Simulationen.

- Bei Erreichen hoher Réuberdichten wird die spezifische Frefrate 0. Da durch die Verluste
der Réiuber viele autochthone Substrate freigesetzt werden, kann die Beutepopulation
zunidchst stark anwachsen und wird nach Absinken der Rauberdichte und der damit
verbundenen Erhéhung der spezifischen FreBrate erneut dezimiert.

: ‘Daneben zeigen insbesondere die Variationen der kinetischen Konstanten L1 und Fy fiir
" die FreBkinetik bei niedrigen Beutedichten und L fiir die FreBkinetik bei hohen Beutedichten
deutliche Unterschiede im Vergleich zu den Simulationen in Kapitel 5.2.
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Abb. 5.21: Auswirkung der Variafion von Ly bei einem Modell, das die verhaltensphysiologische
FreBkinetik berdcksichtigt.

Bei Verminderung von Lq (s. Abb. 5.21) wird das Minimum {(bei ca. 40 h) der
Beutepopulation verstirkt. Bei L1=7.7-108 #/1 (Basiswert L1=7.7.109 #1) sinkt die
Beutedichie unter 2:107 #/1 ab (zum Vergleich: Der Wert fiir die Simulation in Abschaitt
5.2.4.1 lag bei ca. 2:10° #/1). Das anschlicBende starke Anwachsen der Beutepopulation
erzeugt eine zweite Zunahme des Zellvolumens der Riuber. "

Die Verstiirkung des Riubereinflusses auf die FreBkinetik fiir niedrige Beutedichten zeigt

insbesondere in der Dynamik der-Beuiepopulation und der autochthonen. Substrate Effekie, :

die in Abbildung 5.22 dargestellt sind.
" Die Effekte einer Variation der Halbsittigungskonstanten (Ly) fiir die FreBkinetik bei
hohen Beutedichten gleicht weitgehend den Ergebnissen in Kapitel 5.2.4.2 (s. Abb. 5.23).

Lediglich fiir den niedrigsten Lp-Wert ergibt sich ein deutlicher Unterschied, da auch bei
‘niedrigen Beutedichten noch gilt, daB die spemﬁsche FreBrate u groﬁer als die spemﬁsche

Freﬁrate up ist(s. 5.1; Arnhang F. 1\
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5.3.2 Modellvorhersage unter Beriicksichtigung einer fraBigekoppelten Substrat-
freisetzung
Im Modell, das in Kapitel 5.2 untersucht wurde, wurde die Freisetzung autochthoner
Substrate an die Verluste der Organismen gekoppelt. Ahnlich wie fiir die Bakterien (s. 3.6.2)
ist jedoch auch eine Substratfreisetzung in direkter Kopplung an die FreBakiivitdt der
Protozoen moglich (Ausscheidung unverdauter Nahrungsreste, "sloppy feeding"). Da fiir
Tetrahymena Biomasseausbeuten von 50% bis 75% beim Wachstum auf Bakterien doku-
mentiert wurden (CURDS & CCCKBURN, 1968, 1971) und die Riuberzellen aus den {ibrigen
50% bis 25 % Nahrungsbiomasse ihre Stoffwechselenergie beziehen miissen, ist zunidchst
anzunchmen, daB nicht iiber 10% der aufgenommenen Beutebiomasse wieder exkretiert
werden. Von der exkretierten Nahrung ist nur ein Teil als autochthones Substrat wieder
vertiigbar; hierfiir seien als Grundlage (analog den Betrachtungen unter 5.1.2) zuniichst 30%
angenommen. Das urspriingliche Modell (s. 5.1.1) wurde wie folgt modifiziert:
‘In Gleichung 5.4 ist der aus den Verlusten der Organismen definierte Term fiir den
Substrateintrag durch Zge o < u(p,cy) zu ersetzen. Dabei ist Z¢ = Zp = 1.2:10°13 g/#,
a = 0.1 und u(p,cy) die jeweils giiltige FreBkinetik. Fiir die Simulationen wurden

sonst die Gleichungen 5.1-9 benutzt (s.a. Anhang F.3)
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Abb. 5.24: Modelivorhersage bei Freisetzung autochthoner Subsiraie in direkier Kopplung an die
FreBRakiivitat der Rauber bei drei verschiedenen Beutezelldichten zu Beginn der Kultivierung.
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Abbildung 5.24 zeigt die Dynamik des Systems fiir drei verschiedene Beutezelldichten
beim Start der Kultur. Im Vergleich zu den Simulationen mit dem Basismodell (Abb. 5.2)
fallen insbesondere die abweichenden Vorhersagen fiir die Beutedichte und Xonzentration
autochthoner Substrate auf, Unter den hier gewihlten Bedingungen werden weniger auto-
chthone Subsirate freigesetzt als durch Verluste der Organismen und daraus folgen geringere
Bakteriendichten in den Kulturen. Der Verlauf der Konzentrationskurven zeichnet den
Verlauf der FreBrate (u(p,cy) * Cn) nach. Die abrupten Spriinge der Substratkonzentration
ergeben sich durch das Umschalten zwischen den verschiedenen Fre8- und Teilungskinetiken.

Das Wachstuin der Bakterien auf autochthonen Substraten in den Versuchskuliuren, die
mit einer Dichte von ca. 1012 #/1 gestartet wurden (s. 3.5; 4.1), 148t darauf schlieBen, daB
mehrals 0.001 g/l Substrate vorlagen. Dies deckt sich nicht mit der Simulation fiir diese
Modellmodifikation. Nimmt man an, daf} gréBere Anteile der Nahrung wieder exkretiert wer-
den oder, was in diesem Fall gleichbedeutend ist, da} die teilweise angedaute Nahrung mehr
autochthone Substrate freisetzt, wiren fiir Zg~ o doppelt bis dreimal so hohe Werie denkbar.
Simulationen zu dieser Annahme ergeben jedoch ebenfalls keine befriedigende Vorhersage in
bezug auf die Konzentration der verweribaren Substrate im Vergleich zu den Ergebnissen der
Simulationen unter 5.2 und den Versuchen (Abb. 5.25, vgl. Abb. 3.9 und 4.2-6).
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Abb. 5.25: Modellvorhersage bei Freisetzung autochthoner Substrate in direkter Kopplung an die

FreBaktivitat der Rauber bei drei verschiedenen Freisetzungsanteilen.
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Eine Untersuchung zeitverzogerter Freisetzung autochthoner Substrate (mit Zg = 1.2010-13
g/#, 0.=0.1) aufgrund der Dauer des Digestitionszyklus der Nahrungsvakuolen von ca. 2 hin
den Riuberzellen (NILSSON, 1976) erbrachie keine deutlichen Anderungen der Ergebnisse.
Lediglich bei Zeitverziigerungen von mehr als 10 h konnten vortibergehend Substratkonzen-
trationen iiber 0.001 g/l vorhergesagt werden (s. Abb. 5.26). Diese Zeitspanne deutet dann
aber darauf hin, daf die Zeitverzdgerung in einem exirazelluliren Pool refraktiirer Substrate
begriindet ist; d.h. die exkretierien Stoffe sind nicht unmittelbar von den Beutebakierien zu
verwerten, Natiirlich 1:i6t sich ein refrakifirer Substratpool (Partikel) auch fiir Stoffe fordem,
die durch Verluste der Zellen entsichen, und ist nicht notwendigerweise direkt an die FreBak-
tivitdt gekoppelt. Es ist festzustellen, daB fiir die Erklirung der experimentellen Ergebnisse
die Annahme notwendig ist, dal der Pool autochthoner Substrate durch Verluste der

Organismenbioimasse aufgefilit wird.
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Abb. B.268: Modellvorhersage zur Freisetzung autochthoner Substrate in dirskier Kopplung an die
FreBakiiviial der Rduber und bei verschiedensn Zeltverzdgerungen zwischen Nanrungsauinahme und
Substratireisetzung. (Zeildichie und Zeligré3e der Rauber werdsn im simuiierien Zeitraum nichi
erkennbar besinfluf3t).
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5.4 Vergieich von Modeilvorhersagen und Batch-Experimenten

Im Rahmen dieses Abschnitts soll die Vorhersage des Basismodells (s. 5.1) mit den
tatsichlichen Versuchsergebnissen (s. 4.4) verglichen werden. Modifikationen wurden nicht
eingebracht, da nach Kapitel 5.3 entweder keine deutlichen Anderungen zu erwarten sind
(5.3.1) oder dic zu erwartenden Anderungen offensichtlich nicht mit den experimentellen
Befunden iibereinstimmen (s. 5.3.2).

Die experimentelle Serie aus Kapitel 4.4 entsprach einer Variation der Startbeutedichte.
Analog den Experimenten wurden Simulationen durchgefiihrt. Beide werden in den
Abbildungen 5.27 bis 5.30 miteinander verglichen. Der DOC wurde nicht angegeben, da
keine direkte Korrelation zu den autochthonen Substraten gegeben ist.

1.010° 2.510°

3 “a 5
#E, 8.0107da®  2010" B
2 o 8
8 2 g
6.0 107~ L1.510° N
?:’; R&uber 5‘
B

£ 2
- 40107J o Ciliaten -1.010* 3
¥ g
-

g Ay
g E
= -
G

e o S

11
[ _0.003

Partikel-, Beutedichte (#/1)
{1/5) srensang suoUIYIo)NE

L0.002
10"
] a8
j _0.001
T Partikel
1 09 : - i i 1 * ) 1 O
0 50 100 150 200 250 300 350

Zait (i)

. Abb, 5.27: Vergleich von Experiment und Simulation einer Batch-Kultur von Tefrahymena thermophila

(Rauber) und E.coli (Beute), die als bakteriengroBe Partikel gemessen wurden. Starizelidichte der.

Bakierien ca. 1012 #/I, der Rauber ca. 108 #/1.
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Qualitativ entsprechen die Simulationsergebnisse weitgehend den experimentellen Resulta-
ten. Die Beutedichte sinkt in keinem Fall in einen Bereich, in dem ein zufdlliges Ausrotten
mdglich wire. Fiir einige Versuchsbedingungen und Versuchsparameter mufl das Simula-
tionsergebnis sogar als quantitativ richtig eingestuft werden (s. Abb. 5.29), ohne daB} die Para-
meterwerte des Modells diesen Versuchsbedingungen gesondert angepalt wurden. Damit ist
die Moglichkeit gegeben, aus den Differenzen zwischen Experiment und Simulation eine
eingegrenzte Betrachtung der Ursachen dieser Unterschiede durchzufithren.

Zwei generelle Differenzen zwischen Simulation und Experiment sind auffillig:

@ Die Zeiiskalen von Experiment und Simulation sind meisi gegeneinander
verschoben (z.B. Abb. 5.30).
& Die Verluste und Ausbeute der Ciliaten-/Riuberpopulation sind teilweise falsch
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Abb. 5.28; Vergleich von Experiment und Simulation einer Batch-Kultur von Tefrafymena thermophila
-(Rauber) und E.coli (Beute). Starizelidichte der Bakierien 721011 / 1, der Rauber ca. 108 #/;
. Kurzzeitkultur.
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Die zeitliche Verschiebung resultiert einerseits daraus, daB Iag-Phasen, die auf physio-
logischer oder StGrungsadaptation der Zellen beruhen, in diesein Modell nicht erfat sind (s.
Abb. 5.30 & 5.31). Andernteils fithri die Modellsiruktur bzw. die Parameterisierung dazu, daf
einige Vorgidnge in der Simulation nicht zeitgleich zum Experiment ablaufen. So
diberschreitet in Abbildung 5.29 das mittlere Ciliatenzellvolumen im Experiment sein
Maximum einige Stunden friiher als in der Simulation. Das Uberschreiten des Maximums
korreliert im Experiment mit der EthShung der Teilungsrate. Im Modell ist das Umschalten
zwischen den beiden Teilungskinetiken fiir die "shift up" Situation (s. 5.1.1, 4.3) ebenfalls an
das Uberschreiten des Zellvolumenmaximums gekoppeit. Da dies hier jedoch spéter geschieht
als beim realen Versuch, verschichen sich die Zeitskalen von Simulation und Experiment.
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Abb. 5.28: Vergleich von Experiment und Simulation einer Baich-Kultur von Tetrahymena thermophila
(Rauber) und £.coli (Beute). Starizelldichie der Bakterien 4.5:1010 #/1, der Réuber ca. 8:10° #/.
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Bei langfristiger Kultivierung (>150 h) zeigt sich fiir alle Kulturen, dall die Lysisrate der
Ciliaten iiberschitzt und die endogene Verlusirate (s. Zellvolumen) unterschétzi wurde.
Tatséchlich persistieren (bis zur Nachweisgrenze) mehr, aber kleinere Ciliaten als vom
Modeli vorhergesagt. Zwischenzeitlich, direki nach Uberschreiten der maximalen Zelldichte,
gibt das Modell das Absterbeverhalten der Ciliatenpopulation jedoch recht genau wieder.
Dies kann bedeuten,

@ dal die Netto-Teilungsrate nicht wie im Modell angenommen auf O sinkt,
. @ daB die Ciliaten ihre Verlustrate physiologisch an gednderte Kulturbedingungen
anpassen und ihren Metabolismus optimieren.

Die Festlegung der Biovolumenausbeute der Ciliaten (Y) als Modellkonstante wirke sich
negativ bei hohen Start-Beutedichten aus, denn nach den experimentellen Ergebnissen (s. 4.1,
5.1.2) ist in dieser Situation Y, unterschitzt worden. Die Prognosen der Zellvolumina und
Zelldichten der Ciliaten liegen deshalb unter den experimentellen Befunden. (Die Problematik
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. Abb. 5,38; Vergleich von Experimeni und Simulation einer Batch-Kultur von Tefrafymena thermophila
(Rauber) und E.coli (Beute). Startzelldichte der Bakterien 9.5¢10° #/1, der Rauber ca. 6¢10° #/1
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der Definition dieses Ausbeutekoeffizientien wurde bereits in Kapitel 4.1 angesprochen. Die
Sensitivitidtsanalyse (5.2.4.3) zeigte aber, dafl mit dem experimentell ermittelten Wertebereich
(0.16-0.31 m3) keine qualitativen Veriinderungen der Modellvorhersage zu erwarien sind.)

Das Modell unterschitzt zudem die tatsfchliche spezifische Frefrate, wenn hohe
Riuberdichten und Beutedichten im Bereich von 1010-2:1010 #/1 vorliegen (vgl. Abb. 4.17).
So wird in Abbildung 5.27 im Zeitraum zwischen 30 h und 150 h eine zu hohe Beuiedichte
vorhergesagi. Fiir geringe Beutedichten (Abb. 5.31) ist die vorhergesagte Dynamik nur noch
partiell mit den Versuchsergebnissen iibereinstimmend. Es waren jedoch auch die MeB-
grenzen erreicht. Die Dynamik der Ciliatenzelldichie ist aufgrund der Streuung der Meflwerte
kaum zu erkennen.

Die Dynamik der autochthonen Substrate kann nicht auf der Grundlage der DOC-Werte
beurteilt werden, da ja nur ein Teil dieses DOC tatsdchlich fiir die Organismen verwertbar ist.
Zumindest fiir Kulturen, die mit hohen Beuntedichien gestariet wurden, liegen die Vorhersagen
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Abb. 5.31: Vergleich von Experiment und Simulation einer Batch-Kultur von Tetrahymena thermophila
(Rauber) und E.coli (Beute). Startzelldichte der Bakierien 1.5¢10° #/, der Rauber ca. 5¢105 #/1,
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der Konzentration autochthoner Substrate in dem Bereich, der aus den Experimenten
geschlossen werden kann (s. 3.5).

Geringe Modifikationen des Modells ergeben eine verbesserie Ubereinstimmung von
Simulation und MeRergebnissen: Fiir eine Kultur, die mit hohen Beutedichten gestartet wurde
(vgl. Abb. 4.2, 5.27), verdeutlicht Abbildung 5.32 die Auswirkung einer ErhOhung der
Biovolumenausbeute (auf Yv=0.28 wum3/# statt 0.24um3/#), einer Verminderung des Réiuber-
einflusses auf die FreBkinetik (F1=370 statt F1=1022; s. Formel 5.5) und der Verringerung der
spezifischen Lysisrate (yx) von 0.009 /h auf 0.001 /h bei 106 h Versuchsdauer. Diese Modi-
fikationen verringern nicht nur die Verluste der Ciliatenpopulation, sondern auch die Verlust-
rate der Bakterienpopuiation um ca. 25% (im Bereich von i(p=7.8-1091) bis =350 h; vgl. Abb.
5.27 ohne Modifikation).

Zusammenfassen sei festgestellt, dafl bereits das Basismodell gute Vorhersagen fiir die
Dynamik stationgrer Laborkulturen trifft. Fiir bestimmte Bedingungen ergeben sich zwischen
den Simulationen und Versuchsergebnissen Diskrepanzen, die auf der Annahme Konstanter
spezifischer Lysisraten und Ausbeutekoeffizienten der Rduber und auf Ungenauigkeiten des
Modells der FreBkinetik beruhen. In Kapitel 6.1.3 und 6.2 werden Modelle und Vorhersage-
cigenschafien diskutiert.
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-Abb. 5.32: Vergleich von Experiment und Simulation einer Batch-Kultur von Tetrahymena thermophila

" (Rauber) und E.coli (Beute). Startzelldichte der Bakterien 1012/ 1. Im Gegensatz zu Abb. 5.27 wurde
in der Simulation der Raubereinflu auf die FreBkinetik vermindert und bei =120 h die spezifische
Lysisrate der Rauber reduziert (s.Text). o ' S '
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5.5 Ein Modell zur Beschreibung einstufiger Chemostatenkulturen

Die bisher diskutierten Experimente und Modelle betrafen stationdre Laborkulturen
mikrobieller Riuber-Beute-Systeme. Wie in der Einleitung vorgestellt, wurden jedoch von
anderen Arbeitsgruppen auch Versuchsergebnisse mit kontinuierlichen Chemostatenkulturen
erzielt und modelliert (s. 1.3.3 & 1.4). In diesem Kapitel soll dargestellt werden, wie weit das
erweiterte Basismodell experimentelle Beobachtungen an Chemostatenkulturen beschreiben
kann. Da hierzu keine eigenen Experimente unternommen wurden, kénnen an dieser Stelle
nur die Modellvorhersagen im Vergleich zu Literaturangaben beschrieben werden.

5.5.1 Modifikation des Basismodelis zur Simulation einstufiger Chemostatenkuituren

Einer einstufigen kohlenstofflimitierten Chemostatenkultur mit Ciliaien und Bakterien
flieBt mit konstanier Rate (D = Durchflufirate) ein allochthones Substrat (z.B. Giucose) zu.
Dieser Substratzustrom gleicht unter bestimmien Betriebsbedingungen (im Idealfall werden
nur D und die zuflieBende Subsiratkonzentration (sp) eingestellt) die stofflichen und energe-
tischen Verluste der Bakterien und iiber diese die der Ciliaten aus. Die Kultursuspension
enthilt neben den Organismen allochthone und auiochthone Substrate. Sie werden ebenfalis
mit der Rate D abgefiihrt.

Um ein Modell zur Beschreibung einstufiger Chemostatenkulturen zu erstellen, muf in das
Gleichungssystem des Basismodels 5.1-4 ein zweites, allochthones Substrat (s7) eingefiigt
werden. Somit wachsen die Beutebakterien nicht mehr auf einem autochthonen Substratpool,
sondern zusdtzlich auf dem allochthonen Substrat. Insbesondere fiir Glucose als allochthones
Substrat kann nicht davon ausgegangen werden, daB beide Substratklassen identisch sind. In
Kapitel 3.6.1-2 wurde verdeutlicht, daf Glucose im Rahmen der Katabolit-Repression
- (NEIDHARDT, 1987) die Umsetzung anderer Substrate hemmen kann. Deshalb wurden die

Kinetiken fiir das Teilungswachstum von E.coli auf diesen beiden Substratklassen gemi dem
e Warts 12 3

"antagonistischen Modell” formuliert (s. 3.6, Anhang D.2). Die Werte (Kj), die die
Hemmwirkung des cinen Substrates auf die Umsetzung des anderen festlegen, wurden
willkiirlich gewihlt, wobei davon ausgegangen wurde, daf das allochthone Subsirat eine
deutlich stirkere Hemmwirkung erzielt. Also ist die Wachstumskinetik der Beute auf

autochthonen Substraten

_ UmaxjpS]
H1p(s1.82° K] 87 + Kia 53 (5.10.1)

auf allochthonem Substrat

___ Umaxzp S2
Hap(s1.827 %5 1 s, + Kig 5 (5.16.2)

und insgesamt Up(sz,s2)= Hip(ss2)+ Hap(s1,s2) -
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Zudem wurde gezeigt, daB bei £.coli wahrscheinlich mit der Umsetzung der Glucose
autochthone Substrate freigesetzt werden (s. 3.1 & 3.6). Die Parameter dieser Umsetzung (s.
Forimel 5.14-15; o, der Faktor, der den tatsiichlichen Verbrauch an Substrat in Relation zum
direkien Wachstum von E.coli auf Glucose seizt, und B, der Anteil, der in den autochthonen
Substratpool fliefr) wurden in Anlehnung an die Beirachtungen in Kapitel 3.6.2 gewihlt.

Daraus resultiert unter Beriicksichiigung der Zu- und Abliufe folgendes Gleichungs-

system:
dcy
g1 ~HNev)eN - (v + D) ey (5.11)
dcy
Gt - Yy U(p,cw) - KN (cv) v - Y Cy (5.12)
d
af% = (Wip(s1, s2) + H2p(s1,52) ) P - U(p,emoN - (Yp + D) p (5.13)
ds; _

1 1
Tt =5, Hplst, s2) PHEN WL V) oN orvZp p p+(O-D) By Map(sy, s2) P -D st (5:14)

ds 1
_t2 =_ aY—zp H2p(sy, s2) P+ D (5p-s2) (5.15}

Ferner gilt fiir die spezifische Frefirate u(p,cy) wenn ui(p,cn>U2(p,cn) it

2 .
Umaxi D
u(p,cN)zul(p,cN): LIQ +(Fy CN)"Z 5 pz (5.16.1}

baw.. - (p.oNEU2p.on T (5.16.2)
DZ {p,eNFU2(p,CcNF 152 + (Fy cp)2 + p2

wenn uz(p,cn)>U1(p.cn) st

“Fiir die spezifische Teilungsrate jin{c,) der Protozoen gilt im Falle eines "shift up”

LiN(ey) = a11 e(@21 &) (5.17.1)

dc
bis zum Erreichen der maximalen Zellgrofle ('dft—v > G), danach und im Normalfall

HaN(ev) = \F(a21 (Cy- €vo),a22 + Cy - Cvo) (5.17.2}
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Die Werte der Parameter in Tabelle 5.1 wurden beibehalten. Tabelle 5.2 listet die Werte

der neu eingefiihrten Parameter auf,

Die Simulationen wurden mit einem skalierten Modell durchgefiihrt (Anhang F.4).

Parameter Wert Bezeichnung
Beiriebsparameter
D O0h-l-04h1 | Durchflurate
SD 0 g/1-0.5 g/l | Substratkonzentration im Zulanf
Teilungswachstum der Beute

Ky 0.01 Hemmfaktor fiir die Wirkung des autochthonen (sj)
auf die Umsetzung des allochihonen Subsiraies (s3)
maximale spezifische Teilungsrate der Beute fiir das

Hmax2p 0.342 h't W
achstumn auf allochthonem Substrat

Halbs#ttigungskonstante der Wachstumskinetik der

K2 0.0002 g/t Beute fiir Teilungswachstum auf allochthonem
Substrat

Ky 0.1 Hemmfaktor fiir die Wirkung des allochthonen (s2)
auf die Umsetzung des autochthonen Subsirates (s7)

Yap 5 501012 4] Zellzahlausbeutekoeffizient fiir die Beute beim
Wachstum auf allochthonem Substrat

Input guiochthonen Substrates
Faktor, der den tatsiichlichen Verbrauch an allochtho-
o 1.3 nem Substrat in Relation zum direkten Wachstm der
Beuie setzt
Anteil des allochthonen Subsirates, der durch
B 0.7 Einwirkung der Beute direkt in den autochthonen

Substratpool fliefit

Tab 5.2: Zusatzliche Parameter und ihre Werte zum Modell der einstufigen Chemostatenkuiiur.

Weitere Parameter s. 5.1.2, Tab. 5.1.
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5.5.2 Vorhersagen fiir einstufige Chemostatenkulturen

Um einen ersten Vergleich zwischen den Vorhersagen und dokumentierten experi-
mentellen Ergebnissen an einstufigen Chermostatenkuliuren mit mikrobiellen Riuber-Beute-
Systemen zu ermoglichen, wurden die in der Einleitung dargestellien Bedingungen (s.
1.2.3.3) durch Simulationen nachvollzogen. Im folgenden werden nur die Systemzustinde
betrachtet, die ein Koexistenzgleichgewicht erméglichen. Das Auswaschen der R¥uber und
schlieBlich der Beutepopulation ergibt sich jeweils zwangsliufig, wenn die Auswaschrate (D)
die Nettowachstumsraten der Organismen iibersieigt (s. z.B. JOST ez al., 1973 a).

Fiir Bedingungen unter denen Riuber und Beute im Sysiem koexistieren, sagt das Modell
generell so hohe Beutedichten vorher, dafl ein zufélliges Aussterben der Beutepopulation
unmdglich ist.

Bei Verringerung der Durchfluflrate nnd konstanter Substratkonzentration im Zulauf gehen
bestiindige Oszillationen in den Populationen (Grenzzyklen) in geddmpfite Schwingungen und
schlieBlich in einen stabilen Fokus iiber (s. Abb. 5.33-36). Dies entspricht den experiment-
ellen Resultaten anderer Arbeitsgruppen (DRAKE & TSUCHIYA, 1976; JOST er al., 1973 a).
Bei sehr niedrigen DurchfluBraten (Abb. 5.35, D=0.001/h), fiir die aber keine experimentellen
Vergleiche vorliegen, wird eine niedrige Gleichgewichtskonzentration des allochthonen Sub-
strates im Reaktor vorhergesagt (s.a. 6.1.3). In einem "mittleren” Bereich der Durchfluflrate
treten dann hohe Konzenirationen des allochthonen Substrates anf (Abb. 5.35, D=0.05/h), wie
es auch dokumentiert warde. Bei hohen Durchflufraten (D=0.15/h; Abb. 5.33) oszilliert die
Konzentration des allochthonen Substrates entsprechend den Erwartungen (DRAKE &
TSUCHIYA, 1976). Es sei angemerkt, dafl die Form der Schwingungsamplituden nicht denen
entspricht, die DRAKE & TSUCHIYA mit Colpoda und E.coli erhalten haben, sondern etwa
eine Spiegelung darstellen, Dies kann in anderen Parameterwerten der Fref3- und Wachstums-
kinetik begriindet liegen, zumal sie mit anderen Stimmen bzw. Arien arbeiteten.

Vermindert man bei gegebener DurchfluBrate die Zulaufkonzentration des Substrates, so
vermindert sich die Schwingungsamplitude (im wesentlichen die Maxima) bzw. die
Démpiung nimm( zu. Konstante Schwingungen (Abb. 5.33) gehen in geddmpfte tiber (vgl.
Abb. 5.37-38 fiir D=0.15/h, sp=0.5 g/l - 0.1 g/1). DRAKE & TSUCHIYA konnten in ihrem
System allerdings die Substratkonzentration im Zulauf von 0.5 g Glucose/i auf 0.025 g/l
verringern, ohne dafl sich der Charakter der Schwingungen #nderte (s.a. 6.1.3). Wie
realistisch die Vorhersage des Modells tatsdchlich ist, kann nicht entschieden werden, da
keine Vergleichsexperimente existieren.

| Insgesamt ist jedoch festzustellen, daB mit dem entwickelten Modell weitreichende quali-

“tative Ubereinstimmungen mit dokumentierten Phinomenen bestehen. Es prognostizieri im
Gegensatz zu anderen einfachen Modellen (s.1.3) auch fiir kontinuierliche Kulturen die

geforderte Systemstabilitit.
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Abb. 5.38: Simulation nach dem im Abschniit 5.5.1 beschriebenen Modell Be‘inebsbedmgungen
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6 Allgemeine Diskussion
6.1 Bewertung der Ergebnisse

6.1.1 Amnpassung der Organismen an unterschiedliche Lebensbedingungen

In der Einleitung (1.2.4.4) wurde die Adaptation von Mikroorganismen in Reaktion auf
verdnderte Umweltbedingungen dargestellt. Viele Umweltfaktoren wurden bei den durch-
gefiihrten Untersuchungen von experimenteller Seite konstant gehalten, aber es konnten nicht
alle Bedingungen in den Kulturen konirolliert und geregelt werden. So lassen sich in den
batch-Versuchen einige "induzierte" Anpassungsmechanismen nachweisen. Naturgemil
hangt auch bei Mikroorganismen die Populationsdynamik nicht nur von Anzahl und Bio-
masse der Individuen, sondern auch von physiologischen Zustéinden der Zellen ab.

Die Erfassung physiologischer Zellzustinde in Kombination mit populationsdynamischen
Untersuchungen wurde bisher nicht (weitreichend) betrieben, da der zusitzliche methodische
Aufwand mit dlteren Analyseverfahren unverhiltnismBig hoch ist. Auch in meiner Arbeit
mufite eine detaillierte physiologische Charakterisierung der Organismen deshalb
unterbleiben. Zum Verstidndnis und zur Modellierung von Adaptationsphinomenen, Verhal-
tensénderungen der Organismen (FreBaktivitdt, Induktion verschiedener Stoffwechsel-
leistungen), Ernghrungszustand und Nghrwert der Beute usw. sind gezielt ausgewihlte und
gemessene physiologische Parameter notwendig. Hier bictet der Einsatz flucreszenter
Farbstoffe in Kombination mit Flowcyiometern einen guten Ansatz gleichzeitig
verschiedene physiologische und populationsdynamische Parameter zu messen
(Zelivolumina, Zellzahl, biologische Aktivitit, Teilungsphasen, intrazelluldre Potentiale u.a.;
Uberblick s. MELAMED et al., 1990). Da diese Methode hauptsichlich im Hinblick auf
medizinische Anwendungen entwickelt wurde, kann im Bereich der Mikrobiologie noch nicht
auf weitreichende Erfahrungen und entsprechend optimierte Gerdte zuriickgegriffen werden.
Allerdings sollte die Anwendung der Flowcytometrie in bezug aufl Protozoenpopulationen
unproblematisch sein, da die medizinischen Methoden ebenfalls fiir Eukaryontenzellen
ausgelegt sind. '

Verschiedene Phiinomene, dic bei meinen Untersuchungen beobachtet wurden, konnen mit
Hypothesen, die bei der Physiologie der Organismen ansetzen, erkldrt werden (s. 3.6.1, 4.5).

Die Beweise sind an eine entsprechend zu erweiternde Analytik gekniipft und sichen noch

aus.- -
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6.1.1.] Anpassung der Bakterien

Eine besondere Problematik bei der Interpretation der MeBergebnisse von
Bakterienkulturen stellt das mogliche Wandwachstum dar. Es tritt (unter bestimmten
Betriebsbedingungen) wahrscheinlich hdufig in kontinuierlichen Kulturen auf (HELLER,
1992; VAN DEN ENDE, 1973). Biofilmbildung und -auflosung sind generell mdgliche
Reakiionen von Bakterien auf Anderungen der Umweltbedingungen, insbesondere der
Substratverfiigbarkeit (CHARACKLIS & WILDERER, 1989; DELAQUIS et al., 1989; LOGAN &
HUNT, 1988).

Bei den von mir durchgefiihrien Untersuchungen mit batch-Kulturen wurde innerhalb der
Versuchszeitriume kein wesentliches Wandwachsium der Bakterien fesigestellt (Vergieich
der Immigration von Bakterienzellen von der Wand in die Kulturldsung eines batch-Ansatzes
nach normaler batch-Vorkultivierung mit einem Ansatz mit ausgeprigtem Wandbewnchs, der
in kontinuierlicher Kultur 3 Wochen vorgezogen wurde). Bei Arbeiten mit anderen E.coli-
Stimmen wurde jedoch ein Anhaften der Bakterien an GeféBwiénde dokumentieri (RATNAM

et al., 1982).

Einige der hier untersuchten stationdren Versuchskuolturen enthielten (mindestens) zwei
Substratklassen: von aulen vorgegebene (allochthones Substrat, Glucose) und organismen-
biirtige Substrate (autochthone Substrate, nicht definiert). In Kapitel 3 wurde das Wachstum
der Bakterien auf verschiedenen Substraten (allo- und autochthonen) untersucht und
besprochen. Zum einen stellte sich die Frage, welche Substrate bevorzugt aufgenommen
werden. Dabet spiclen Regulation von Stoffwechsel und Substrataufnahmemechanismen eine
wichtige Rolle (s. 3.6; SCHLEGEL, 1985). So ist davon auszugehen, daB in Abhingigkeit von
den Substratkonzenirationen die verschiedenen Substrate unterschiedlich genutzt werden. Bei
den durchgefiihrten Versuchen iritt dieses Problem in den Hintergrund, da in den unter
Kapitel 4 geschilderten Versuchen nur autochthone Substrate vorlagen. Bei der Betrachtung
kontinuierlicher Riuber-Beute-Kulturen spielt die Regulation der Substrataufnahme und
Umsetzung jedoch eine zentrale Rolle fiir die Dynamik des Systems (SAMBANIS, 1985).

Neben die Frage der Regulation der Aufnahme verschiedener Substrate tritt das Problem,
Substrate in verschiedenen Konzentrationsbereichen zu nutzen. Es gibt Hinweise darauf, dafl
in Abhéngigkeit von der Substratkonzentration unterschiedlich affine Transportsysteme
aktiviert werden (s. 3.1, 3.6.1; TEMPEST & NEIISSEL, 1978). Fiir viele Organismen und
‘Substrate liegen die Konzentrationsbereiche hochaffiner Aufnahmesysteme oft jenseits der
_einfachen MeBtechnik. Die Stabilitit einer Bakterienpopulation kniipft sich jedoch gerade an

- jene Mechanismen, die ihr Uberleben unter schlechten Umweltbedingungen erlauben. Und

:gerade in Konkurrenz zu anderen Arten kénnen spezifische, hochaffine Transportsysteme

nnnnn sl

6“1LSC}" idende Selektionsvorteile bieten, insbesondere wenn
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indernden Umweltbedingungen anpassen konnen (r- und K-Sirategen; ODUM, 1991; GISI,
1690).

6.1.1.2 Anpassung der Ciligten

Wie bereits erwihnt, stellt der untersuchte Ciliat Tetrahymena thermophila einen
unabhingig von der Beutedichte aktiven R&uber dar, wihrend andere Protozoen bei niedrigen
Beutedichten enzystieren (BRADBURY, 1987). Wie die Versuche in Kapitel 4.1 zeigien,
reichte die in den Langzeit-batch-Kulturen verbliebene Bakteriendichte nicht aus, die Verluste
der Ciliaten auszugleichen. Es fanden sich Hinweise auf Verhaltenséinderungen, die die
Nettoverluste einschrinken oder u.U. noch e¢in Nettowachsium gestatten:

< & Spezielle (sigmoide) Frefkinetik fiir niedrige Beutedichten (s.4.4),

@ Verringerung der Lysisrate (s. 4.1 & 5.4).

Hingegen scheint die Biovolumenausbeute unter schlechten Nahrungsbedingungen
geringer zu sein. Einerseits ist der Parameter "Biovolumenausbeutekoeffizient” nur ein
unzureichendes MaB, da noch nicht umgesetzte Nahrung in den Vakuolen mit erfaB8t wird.
Andererseits deckt sich dieser Befund dem bei der Kultivierung von Bakterien gewonnenen
Ergebnis, daB die Ausbeute nur deswegen so niedrig erscheint, weil die Bestimmungs-
methodik den Anieil des Grundstoffwechsels mit erfat. Dieser fillt insbesondere bei
geringem Nahrungsangebot ins Gewicht (BERGTER, 1983).

Die beobachteten Anderungen der FreBkinetik bzw. der Strategie des Nahrungserwerbs (s.
4.4) stehen im Einklang mit den beschriebenen verschiedenen Stadien im Lebenszyklus von
Tetrahymena, die bei einigen Arien (T.vorax, T.parula) noch deuiliche morphologische
Verdnderungen hervorrufen (CORLISS, 1953). Hinzu kommen Beobachtungen von
Anderungen des Schwimmverhaltens (WATSON ef al., 1981) und von nichifressenden
Teilpopulationen {LAVIN er ¢l, 1990). Die durchgefiihrien mikroskopischen Unter-
suchungen lieBen keine generelle Abhdngigkeit des Verhaltens der Ciliaten von den
Nahrungsbedingungen erkennen. Vielmehr schienen unterschiedliche Bewegungsmuster
nebeneinander aufzutreten, allerdings mit unterschiedlichen Anteilen (s, 4.1; 4.5). Die Ergeb-
nisse zur FreBkinetik miissen daher weniger als individuelle Eigenschaften denn als
durchschnittliches Verhalten der Gesamtpopulation gesehen werden (s.a. 6.3; vgl. PAVLOU,
1983)

SWIFT ez al. (1982) untersuchten eingehend das Verhalien von Terrahymena-Populationen
in batch-Kulturen mit E.coli in Abhdngigkeit von den Nahrungsbedingungen wihrend der
Vorkultivierung. Deutlicher noch als in den hier durchgefiihrten Versuchen belegen ihre

Daten, daB der Erndhrungszustand des Tetrahymena-Inokulums. die Vermehrungsstrategie -

festlegt (s. 4.3; 4.5.1).
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Komplizierte Verhaltensweisen knnen auftreten, wenn statt eines vegetativen Klons von
Tetrahymena thermophila unterschiedliche Paarungstypen miteinander kultiviert wiirden. Es
kdme dann bei Nahrungsverknappung zu Konjugationen. Bei einigen Ciliaten sind mit der
Konjugation typische Verhaliens-/Bewegungsmuster verbunden (RICCI, 1990). So ist zu
erwarten, da mit der Moglichkeit der Konjugation neue Strategien in die
Populationsdynamik von Laborkulturen eingefiihrt werden, die auch unter dem Gesichispunkt
der Anpassung an Nahrungsverknappung zu sehen sind.

6.1.2 Nihrstoffrecycling, Nahrstoffiransfer

In den vergangenen Jahren wurde gerade mif der Untersuchung von ozeanischen und
limnischen Planktongemeinschaften das Recycling von N#hrstoffen Gegenstand wissen-
schaftlicher Untersuchungen (s. 1.2.4.5; SHERR & SHERR, 1991),

Im Zusammenhang mit der Dynamik von Ciliaten und Bakterien in Laborkulturen wurde
dem Recycling von Kohlenstoffquellen {C-Quellen) eine hohe Bedeutung fiir die Stabilitat
des Systems beigemessen (SAMBANIS, 1985; CANALE et ql., 1973). Die hier erziclten
Resultate zeigen im Gegensatz zu den Ergebnissen von SAMBANIS, daB das Recycling von C-
Quelien (als Baustoff- und Energiequeile) quantitativ eine untergeordneiec Rolle fiir die
Dynamik oder Populationsdichie der Bakterien (E.coli) spiclt (s. 3.5, 4.1, 4.4, 4.5, 5.2). Ganz
erheblichen Einflul haben hingegen Frefkinetiken bzw. ihre Parameter (s. 5.2).

Heterotrophe Bakterien wie E.coli verbrauchen 50% bis 70% des aufgenommenen
Kohlenstoffs zur Energieprodukiion, so da8 dieser Anteil unter aeroben Bedingungen meist in
Form von COj die Kultur verldfi bzw, fiir das Wachstum nicht mehr nutzbar ist. Dariiber
hinaus ist ein weiterer Grofiteil des Kohlenstoffes in den angewachsenen Bakterien festgelegt
— sie sind also auch ein "sink”. Ein annihernd quantitatives Recycling von C-Quellen ist in
diesein einfachen, offenen Laborsysiem mit ausschlieBlich heterotrophen Organismen also
nicht mdéglich. Ein Recycling kann jedoch hohe Verlustraien einer Population ddmpfen (s.
4.1, 5.2; BANKS & BRYERS, 1990).

Bedeutung gewinnt ein Recycling von C-Quellen unter heterotrophen Mikroorganismen
erst dann, wenn damit eine Transformation von nichtessenticlien zu essentiellen Nihrstoffen
verbunden ist, also der Aspekt der Energiequelle in den Hintergrund tritt. Eine solche
Nihrstoffiransformation beschreiben HUANG er al. (1981) mit dem Wachstum einer
bakteriellen Mangelmutante auf einem energieliefernden, allochthonen Substrat und den
Ausscheidungsprodukien des Freifeindes, die den essentiellen Néhrstoff enthalten.

- Die Nutzung eines Nihrstoffes st an die Verfiigharkeit anderer gekoppelt, und die
- Umsitze -der einzelnen Nihrstoffe hingen voneinander ab. Riuber, auch wenn sie teilweise
.ein "sink" fiir Ndhrstoffe darstellen (GUPTA & GERMIDA, 1989; TAYLOR, 1986), halien cinen

Crn EEFI2 ) Dann vetams piifranht dedams ole N Bhrotaffa  waazraal P T T
Stofffluf im SyStcm auirecnt, ingem sie Nihrstoffe recycein, die zunichst i
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Beuteorganismen festgelegt sind. Sie halten damit letztlich die metabolische Aktivitét der
Beuteorganismen aufrecht (BLOEM ez al., 1988; CLARHOLM, 1985). Dies ist fiir die Leistung
von Okosystemen wichtig (s. 6.3).

Betrachtungen zu Herkunft und Einflul von Detrituspartikeln und Exoenzymen wurden
bei den durchgefiihrien Untersuchungen weitgechend ausgeklammert (s. 4.5.4). Cbwohl die
Ergebnisse der Simulationen (s. 5) auch ohne die Modellierung dieser "Populationen” die
Resultate der Experimente weitreichend wiedergeben, kann daraus nicht geschlossen werden,
daB Detrituspartikel und Excenzyme unbedeutende Strukturen sind. Erstere kfnnen wieder
Nahrung fiir Protozoen und ein Nihrstoffdepot fiir Bakterien darstellen, letztere primir nicht
verfiighare Nahrstoffe aufschlieBen. Im Modell wurden diese mdglichen Eigenschaften mit
dem Parameter des Umsatzes der autochthonen Substrate verdeckt beriicksichtigt.

6.1.3 Laborkuituren und Medellvorhersagen

Eigene experimentelle Ergebnisse wie auch die in der Einleitung (s. 1.3.3.3) erwihnten
Resultate anderer Arbeitsgruppen von Untersuchungen mikrobieller Riuber-Beute-Systeme
konnen mit dem entwickelten mathematischen Modell nachvollzogen werden (s. 5).

Das Modell bezieht sich dabei im Kern auf zwei wesentliche Wechselwirkungen zwischen
Organismen:

& Die FreBstrategien der Riuber in Abhéngigkeit von Beute- und Riuberdichte,
@ das Recycling von C-Guellen.

Die Arbeiten von SAMBANIS (1985) verdeutlichten, daf das Nihrstoffrecycling nicht
ausreicht, wesentliche Phinomene in den Laborkulturen zu verstehen (8. Anhang B). Erst dic
Kombination mii einer riuberabhidngigen, sigmoiden Frefkinetik (functional response Holling
Typ 1) lie es zu,

@ cinerseits die Persistenz oder Koexistenz von betrichtiichen Beutedichten neben
aktiven Réubern und
& andererseits in batch-Kulturen héhere Beutedichten neben hoheren Réiuberdichten
" (vgl. HABTE & ALEXANDER, 1978 a/b)

vorherzusagen und zu verstehen. Die Abhéngigkeit der Frefirate von der Dichte der Ciliaten
ist ein wesentlicher Faktor fiir die Stabilitit der Kulturen (vgl. WISSEL, 1990). Das
entworfene Modeil ist - im Gegensatz zu #lteren - robust gegen Anderungen der Ausgangs-
bedingungen. Auch die Variation einzelner Parameter #nderte die Qualitit der Aussage meist

nur im Detail. | |
" Die Ergebnisse verdeutlichen auch, daB fiir die Stabilitdi von Réuber-Beute-Systemen die
Mechanismen wichtig sind, die das Uberleben des einen oder anderen Organismus unter
“schiechten Bedingungen sichern. Im hier untersuchten Fall ist dies die drastische

‘Verminderung der spezifischen Frefirate bei niedrigen Beutedichten, die womdéglich it
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einem "Emigrationsbestreben” der Riuber korreliert ist (WATSON ef al., 1981). So banal
obige Feststellung klingen mag, behandeln doch die meisien Uniersuchungen von
FreBkinetiken oft Beutedichtenbereiche, die diese Situation kaum wiedergeben (z.B.
FENCHEL, 1980 a/b). So finden sich meist nur hypothetische Forderungen nach sigmoiden
statt hyperbolischen FreBkinetiken (JOST et al., 1973 a/b). In dieser Arbeii gelang es, das
methodische Blickfenster dem Bereich anzupassen, iiber den eine Aussage gewonnen werden
soll, und damit konnten solche Kinetiken tatsdchlich dokumentiert werden.

Auch die Simulationen zu einstufigen Chemostatenkuliuren decken weitreichend die
dokumentierten experimentellen Befunde ab (s. 1.3.3.3, 5.5):
& Zufillige Elimination der Bakterien ist ausgeschlossen.
& Es wurden Koexistenzgleichgewichie vom Typ "stabiler Fokus" und Grenzzyklen
erreicht (s. Tab. 1.2).
& Bei Verminderung der DurchfluBrate geht ein oszillierender Gleichgewichis-
zustand in einen geddmpft oszillierenden iiber.
Die iibrigen Anforderungen miissen kritischer betrachtet werden:

Bei niedrigen Durchflufiraten soll die Konzentration des allochthonen Substrates im
Reaktor etwa den Wert der Zulaufkonzentration erreichen (SAMBANIS, 1985; DRAKE
& TSUCHIYA, 1977). Auch hier kdnnte der experimenielle Rahmen, der zv dieser
Aussage fiihrte, zu eng gesteckt worden sein (es wurde keine enisprechend niedrige
DurchfluBrate getestet). Mit der Verminderung der DurchfluBrate sollte sich eine
: _Chemostatenkulmr einem Zustand nihern, in dem metabolische Verluste und die Ab-
schwemmung nicht mehr vom Wachstum der Ciliaten kompensiert werden kinnen.
Damit erreicht das System aber den Zustand einer Reinkultur mit Bakterien, bei der
~ die Konzentration des allochthonen Substrates im Reaktor filr niedrige DurchfluB3-

':ratﬁn gering ist (vgl. Abb. C.2). Das Modell sagt dieses Verhalien auch vorher.
Bei den Simuiationen oszillierender Gleichgewichiszustinde fiihrie die Verringerung
der Substratkonzentration im Zulauf (bei konstanter Durchflufirate} zunéchst zur
. Verminderung der Amplituden, schlieBlich zur stirkeren Ddmpfung der Schwingung
(Ubergang von Grenzzyklen zu stabilem Fokus) und letztlich zu (anscheinend)
_ 'Schwingungsfreien Gleichgewichten. Erwartet wurde hingegen nach Untersuchungen
_von DRAKE & TSUCHIYA (1976), daB bei 20-facher Reduzierung der Substrat-
konzentration im Zulauf derselbe Typ eines Gleichgewichiszustandes beibehalien
- wird. Da sich aber in ihren Versuchen eine Verminderung der zulaufenden
_ " Substratkonzentration dimpfend auf Systemschwingungen auswirkte, ist zu
| érwairten, daB die mit dem Modell vorhergesagten Uberginge auch in Experimenten
‘moglich wiren. Im Extremfall, wenn die zulaufende Substratkonzeniration gegen
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Null strebt, ist ein Auswaschen der Populationen zu erwarten, d.h. die an die
Ergebnisse von DRAKE und TSUCHIYA gekniipfte Erwartung kann nur fiir bestimmte
Parameterbereiche gelien. Es ist daher nicht auszuschlieBen, daB die angesprochenen
~-Unstimmigkeiten mit den Simulationen nur auf die Wah! der Betriebsparameter
-zuriickzufiihren sind. Entsprechende Versuche mit den Organismen, mit denen die
. im Modell verwendeten Parameter ermitielt wurden, sind nicht unternommen

worden.

Das entwickelte mathematische Modell zur Populationsdynamik von T7errahymena
thermophila und E.coli beschreibt stationdre Laborkulturen treffend. Fiir kontinuierliche
Kulturen sagt es eine hohe Stabilitdt der Koexistenz von Riuber und Beute vorher, wie sie aus

den Experimenten anderer Arbeitsgruppen abgeleitet werden kann.

6.2 Modellierungsansiitze fiir mikrobielle Riuber-Beute-Systeme

Experimentelle und theoretische Modelle fiir mikrobielle R&uber-Beute-Systeme sind aus
zweierlei Griinden von wissenschaftlichem Interesse. Einerseits bieten diese Experimente die
Moglichkeit, theoretisch erarbeitete Modellvorstellungen iiber Skologische Prozesse mit
Laborkulturen in einem zeitlich begrenzbaren Rahmen zu iiberpriifen, andererseiis spielen
beteiligten Organismen auch gerade in von Menschen genutzien Biozénosen (z.B. bio-
logischen Abwasserreinigungsaniagen, Seen) eine Rolle, die teilweise noch nicht geklirt ist.

“In der Einleitung wurde die Entwickiung von einfachen mathematischen Modellen hin zn

"segregated, structured, disiributed models” (FREDRICKSON, 19%1) beschrieben. Zwei Linien

lassén sich bei den Erkiirungsversuchen fiir die Dynamik von Protozoen-Bakierien-Kuliuren

mit mathematischen Modellen erkennen. Die eine verfolgte den Ansatz, daBl Unstimmigkeiten

von Modell und Experiment darauf beruhen, dafl wesentiiche Mechanismen auf der Ebene der
Interaktion der Populationen nicht in die Modelie integrieri waren (Art der FreBkinetik: JOST
et al., 1973 a/b; Wandwachstum der Bakierien: TOPIWALA & HAMMER, 1971; nicht
verweribare BeutegrofBien: PAVLOU & FREDRICKSON, 1983). Die andere Denklinie geht
davon aus, daf} die Riuber- und/oder Beutepopulation in Subpopulationen zu unterteilen ist,
die bestimmien physiologischen Zustinden entsprechen (genetische und strukturelle Bio-
masse: HUNT er al., 1977; GroBen- bzw. Altersklassen: VILLARREAL et al., 1976; Verhaltens-
struktur: PAVLOU, 1983; komplexere physiologische Strukturen: FREDRICKSON, 1991).

o ‘Beide Denklinien sind keineswegs gegensitzlich. Sie setzen lediglich auf unter-

-schiedlichen Modellierungsebenen an. Wihrend auf der einen Seite manche Modelle zu
. ~erden (s.a. 1_4}

12 O

einfach bleiben, konnen sie auf der anderen extrem komplex werd

I
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Strukiurierte Modelle wurden vielfach zur Beschreibung der Populationsdynamik hoherer
Organismen entwickelt (METZ & DIEXMANN, 1986). Dies ist schon aus methodischen
Griinden einsichtig, da Verhaltenséinderungen und physiologische Zustinde sich relativ leicht
bei hoheren Organismen wie Fischen oder Daphnien erfassen lassen. Verhaliensinderungen
von Mikroorganismen lassen sich dagegen oft nur schwer dokumentieren, und nicht jeder
physiologische Parameiter ist methodisch so einfach nachzuweisen, daf Laborkulturen
dadurch nicht manipuliert wiirden. Erst neuere Nachweismethoden, wie z.B. die Flow-
cytomeirie (MONGER & LANDRY, 1993; FREDRICKSON, 1691; LAVIN er al,, 1990) bieten
guie Moglichkeiten, biologische Parameter parallel zu physiologisch sirukturierten Modellen
zu erfassen (vgl. 4.5.2.4).

Wie gezeigt werden konnte, wird die Dynamik der hier untersnchien Laborkulturen
weitreichend durch eine komplexe Frefistrategie der Riuber und die Nutzung autochthoner
Substrate durch die Beute bestimmt. Das dazu entworfene Modell strukturiert zwar auch die
Réuberpopulation in Zellzahl und mittlere ZellgroBe, das Differentialgleichungsmodell
umfaBt aber im Vergleich zu stirker strukturierten Modellen mit dhnlichen Vorhersage-
eigenschaften fiir batch-Kulturen von VILLARREAL et al. (1976, 1975) und PAVLOU (1983;
diskretes Modell, ohne Substrate!) weniger Gleichungen. Auch wurden die meisten Parameter
aus experimentellen Daten ermitielt, wihrend fiir die beiden genannien fremden Modelle die
GroBen und Ubergangsraien der Teilpopulationen geschitze werden muBten, da keine
adidquate Mefimethodik verfiigbar war.

Das Modell von PAVLOU setzt ebenfalls bei der Modellierung des Verhaltens der Riuber
an, wobei es sich an der Strukturierung des Lebenszykius von Tetrahiymena nach CORLISS
(1953) ortentiert. Der Erklirungsansaiz ist also im Prinzip #hnlich demjenigen, der von mir
entworfen wurde. Im Rahmen meiner Untersuchungen konnten mechanistische Vorstellungen
der Riuberabhiingigkeit der FreBkinetik mathematisch umgesetzt werden (s.a. 4.5.2.2,
Anhang E).

Die Analyse des Verhaltens von Protozoen kann alsc wichtige Hinweise fiir das
Verstindnis der Dynamik mikrobieller Rduber-Beute-Systeme liefern. Das Verhalten der
Protozoen ist aber nur eine Komponente. Die Einbezichung anderer Mechanismen wie
Wandwachstum, Ausscheidung und Dynamik von Toxinen und Exocenzymen erfordert
zwangsliufig aufwendigere Modelle. Es ist notwendig, den Aufwand an Strukturierung in den
einzelnen Populationen an die zu untersuchende Fragestellung anzupassen. Das hier
entwickelte Modell bictet dabei eine gute Ausgangsgrundlage, da der Umfang relativ gering

. .ist, jedoch hinreichende Mdoglichkeiten bietet, um z.B. die Freisetzungsmechanismen fiir
autochthone Substrate (s. 5.3.2) oder den Einfluf} von Detrituspartikeln, Wandwachstum und

1t B iAnah Aa
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Auf bakterieller Seite entspricht der Freflstrategie der Protozoen die Aufnahme 16slicher
Substrate. Auch hier ist bekannt, daB verschiedene Subsirate und Substratkonzentrationen
nicht gleichwertig sind. Aufnahme und Umsatz werden den jeweiligen Umweli- und
physiologischen Bedingungen angepaBt (s. 6.1.1). Um hier sinnvolle Modellierungsansitze zu
finden, sind weiterreichende Zusatzinformationen iiber den Membrantransport und Stoff-
wechsel sowie die Steuerung dieser Vorginge notwendig (FISHER & SONENSHEIN, 1991;
KONINGS et al., 1989; SCHLEGEL, 1985; HARDER & DUKHUIZEN, 1983). Hierbei sind
sicherlich Arbeiten mit E.coli als Modellorganismus von Vorteil, da ein GroBteil wichtiger
Informationen zu diesem Organismus existiert. Unter relativ einfachen Annahmen lassen sich
fiir zwei Subsiratklassen Modelle des bakteriellen Wachstums auf der Basis von Monod-
Kinetiken entwickeln (s. 3.6; BALTZIS & FREDRICKSON, 1987; ROELS & KOSSEN, 1978;
SAMBANIS, 1985). SAMBANIS zeigie, dafl diese verschiedenen Modelle unterschiedliches
dynamisches Verhalten von kontinuierlichen Riuber-Beute-Kuliuren prognostizieren. Dane-
ben wurde eine Reihe zum Teil sehr komplexer, strukiurierier Modelle entwickelt (MAJEWSKI
& DOMACH, 1990). Dazu zihlen Kompartiment-Modelle, die den Ubergang von Substraten
in verschiedene zellulire Kompartimente beriicksichtigen (NIELSEN er al., 1991 a/b;
NIKOLAISEN et al., 1991} und "Kybernetische Modelle” (KOMPALA ef al., 1984; PAVLOU &
FREDRICKSON, 1989), die darstellen, wie ein Organismus seine Auswahl aus verschiedenen
Substraten trifft. Auch hier sielit sich die Frage: Wieviel Komplexitit muf das Modell auf-
weisen, um wesentliche, der wissenschaftlichen Frage entsprechende Aussagen zu ermog-
lichen? Und umgekehri: Welche Experimente kdnnen ein Modell verifizieren? Diese Aspekte
wurden in dieser Arbeit nur am Rande behandeli. Sie gewinnen aber an Bedeutung, wenn
man die Dynamik kontinuierlicher Kulturen verstehen will. Hier stellen sich besondere An-
forderungen an die Methodik, und auch hier kann womdglich mit Flowcytometern eine Erfas-
sung grundlegender physiologischen Parameter (HERBERT, 1961) erleichtert werden.

Unter bekannten Bedingungen reicht es fiir viele Fragestellungen wahrscheinlich aus, die
Bakterienpopulation dhnlich der Ciliaienpopulation in Zellzahl und Zellvolumen zu
strukturieren, um durch die Zelivolumina einen einfachen und meBbaren Schitzer fiir den
physiologischen Zustand einer Bakterienzelle zu gewinnen. HELLER (1992) zeigte, daf} dieser
Ansatz es ermdglicht, bakterielle Wachstumskurven fiir Teilungs- und Biovolumenwachstum
nachzuvollziehen. Zur Modellierung variabler, beutegrofenabhingiger Biovolumenausbeuten
oder spezifischer Frefiraten der Protozoen ist dieser Ansatz vorteilhaft einfach.

Tn vielen Laborkulturen neigen die Beutebakterien zu Wandwachstum (s. 6.1.1.1). Auch
hier-gibt es eine Reihe von einfachen bis komplexen Ansétzen, die Dynamik dieser Biofilme
zu -modellieren und in die Modellierung von Riuber-Beute-Systemen einzubeziehen
'(CALDWELL, 1987; ONUMA et al., 1985; BONOMI & FREDRICKSON, 1976; TOPIWALA &

HAMER, 1971).
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Um die Diskrepanz von experimentellen Ergebnissen und Simulationsvorhersagen zu
verringem, wurden verschiedentlich auch Annahmen zur technisch bedingten Inhomogenitit
der Laborkulturen untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit wurde dargestellt, dall Heterogeniidt
in der Verteilung von Substraten oder Beuicbakierien sich in einer Abhéingigkeit der
gemessenen Wachstums- oder FreBkinetik von den Organismen niederschliigt (s. Anhang C;
3.6 und 4.4, 4.5.2.2). Diese Inhomogenitidt resultiert daraus, da8 sich punktuell erhéhie
Substratkonzentrationen oder Beutedichten nicht zeitunabhiingig im Reaktor verteilen lassen.
Bypasseffekte und Totzonen in Chemostaien wurden bereiis in ihren Auswirkungen
untersucht (s. BAILEY & OLLIS, 1986) und zeigen weitere mogliche Konsequenzen
mangelnder Durchmischung auf.

6.3 - Ubertragbarkeit von Laborexperimenten nund Simulationen

Neben der Verifikation von theoretischen Modellen zur Populationsdynamik kdnnen
Laborexperimente, wie sie auch im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, dazu
beitragen, Mechanismen der Dynamik von natiirlichen Bioznosen zu verstehen.

Ein wesentlicher Faktor fiir die Stabilitit (s. 1.2.3.1), ndmlich die heterogene, zeitliche und
rdumliche Strukturierung eines Biotops und der Organismenverteilung, wird in Laborkuliuren
zur besseren Analyse annidhernd ausgeschaliet. Trotzdem lassen sich damit nicht alle
Verhaltensweisen der Organismen aus den Laborkulturen eliminieren, die eine Anpassung an
heterogene Lebensrdume darstellen. So kann das Verhalten von Tetrahymena in den hier
dargestellten Versuchen als ein Resuliat der Anpassungen an eine inhomogene Umwelt
gesehen werden: CORLISS (1953) und WATSON er al. (1981) wiesen auf die Anderungen des
Schwimmverhaltens in Abhéngigkeit von der Beutedichte hin.

Andere Ciliaten reagieren auf weitreichende Dezimierung ihrer Beute mit Enzystierung
(BRADBURY, 1987). Konjugation (s. SLEIGH, 1975) und Geniransfer als Reaktion auf
Nahrungsverknappung sind bei Arbeiten mit einem Klon afierdings ausgeschaltet.

Enzystierung wie deutliche Verminderung der Frefrate der Proiozoen bei niedrigen
Bakteriendichten fithren u.a. dazu, daB keine (rasche) Elimination der Beute unter ein
bestimmies Dichteniveau erfolgt (hinzu kommen Prozesse des Nihrstofirecyclings, Refugien
usw. s. 1.2). Untersuchungen in Gewiissern und Bdden (teilweise mit Eintrigen von Fremd-
bakterien) zeigten, daBl Protozoen (nur) oberhalb dieses Niveau Bakterienpopulationen
effektiv abschopfen konnen (CARRICK et al., 1992; FUKAMI ef al., 1991; GONZALES et al.,
~1990; GURIIALA & ALEXANDER, 1990 a/b; BLOEM et al., 1989; ACEA et al. 1988). In
éutrophen Seen stellen insbesondere heterotrophe Nanoflagellaten eine effiziente Riuber-

R— Fun ) PR A e 3 i
ppe fir Bakterien dar. Ciliaten scheinen dort eine untergeordnete R

~gruppe tu
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MALLORY er al. (1983) wiesen darauf hin, daB in Abwissern Fremdbakterien durch
Protozoen eliminiert werden. Darin mag ein Faktor liegen, warum gerade in
Abwasserbehandlungsaniagen eine vielfiiltige Protozoenfauna (Ciliaten) mit guten
Reinigungseigenschaften korreliert ist (CURDS, 1982). Einen weiteren Faktor mag der
Transfer von Nahrstoffen darstellen, indem ein gewisser Grad an physiologischer Aktivitdt
bei den Bakterien stindig aufrechterhalten wird (s. 6.1.2).

Unumstritten ist, dafl Protozoen die Remineralisierung von allen Nahrelementen fordern
(STOUT, 1980; BARSDATE ef al., 1974; 5. 1.2.4.5). Welche Bedeutung sie dabei unter natiir-
lichen Bedingungen erlangen, hingt auch davon ab, ob es konkurrierende oder rduberische
Metazoen (z.B. Daphnia, Nematoden) gibt und wie die zeitliche Entwicklung dieser Popula-
tionen in natiirlichen Okosystemen abliuft (BEAVER & CRISMAN, 1989; INGHAM et al., 1986
a/b; STERNER, 1986).

In naitirlichen Okosystemen sind die Wachstumsraten, die von Mikroorganismen erreicht
werden, meist sehr niedrig, und viele Organismen haben Dauerstadien entwickelt, die es
ihnen gestatien, nahrungsarme Perioden zu tibersichen (s. 1.2.4.4). Aus technischen Griinden
lassen sich in einfachen Chemostaten kaum solche Durchflufiraten optimal realisieren, die
diesen Wachstumsraten entsprechen, die in Bereichen der metabolischen Verluste der
OCrganismen liegen. So zeigen die Untersuchungen von HELLER (1992) mit dem hier
verwendeten E.coli-Stamm in Parallelitit zu BULTHUIS ef al. (1989), daB die Tropfenfrequenz
des zulaufenden Mediums Auswirkungen auf die Zellausbeute hai. Erst Entkopplung von
hydraulischer und biologischer Verweilzeit (dhnlich einer Kliranlage) erm&glicht konti-
nuierliche Kultivierung bei niedrigen Wachstumsraten (TAPPE, 1992). Damit wiren Unter-
suchungen von physiologischen Gleichgewichtszustinden mdaglich, die eine Anpassung an
diese minimalen Lebensbedingungen darsiellen.

Stationdre Laborkulturen werden ebenfalls meist unter Bedingungen gestartet, die
annihernd optimal sind. Oft reichen auch die analytischen Voraussetzungen nicht aus,
detaillierte Aussagen zu minimalen Systemzustinden zu machen (s. z.B. Auildsung der
elekirischen Partikelzdhlung, 2.5.2.1, 4.1). batch-Kulturen, die die stationdre Phase erreicht
haben, lassen gewisse Untersuchungen an Zellen in Hungerzustinden zu. Allerdings wandelt
sich stidndig die Zusammensetzung des Mediums (Ausscheidungs- und Zerfallsprodukte der
Organismen), was die Dateninterpretation erschwert. In gewissemn Umfang sind sie jedoch
geeignet, gerade den Wandel von Biozénosen und die Adaptation. von Organismen mit

geringem apparativen Aufwand darzustellen.

T
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6.4 Ausblick

Die im Rahmen der Arbeit unternommenen Experimente und Modellierungen beziehen
sich im Schwerpunkt auf stationdre Laborkulturen von mikrobiellen Riuber-Beute-Systemen
ohne wachstumslimitierende allochthone Substrate. Die Vorhersagen des mathematischen
Modells stimmen weitgehend mit den experimentellen Ergebnissen iiberein. Einige Befunde
sollten w.U. mit anderen Methoden stirker abgesichert werden - etwa beziiglich der
spezifische FreBrate der Rduber, deren Schwimmverhalten, dem Wachstum der Bakicrien anf
auntcchthonen Substraten. Die Verfiigbarkeit verschiedener hochwertiger experimenteller
Methoden (z.B. Flowcytometrie; s. 4.5.2.4, 6.1.1) ist ein zeitlich und finanziell begrenzender
Faktor der detaillierten Analyse. Nur im Rahmen der Zusammenarbeit verschiedener
Arbeitsgruppen mit einander ergdnzenden Arbeitstechniken werden rasche Forischritie
moglich sein.

Aus Vergleichen zwischen Modellvorhersagen und experimentellen Resultaten lassen sich
Riickschliisse auf die Mechanismen in den realen Systemen ziehen (s. 1.1.1; 1.3.3; 1.4). Um
diese Interakiion zu gewdhrieisten wurde bei der Entwicklung des Modells darauf geachiet,
dall MeBgroBen und Modellparameter bzw. die Variablen einander entsprechend gewihlt
wurden. In diesem Zusammenhang unterstiitzt die Modellierung die Auswertung und
Konzipierung von Experimenien. Wie die verschiedentlich vorgenommenen Modifikationen
zeigen (8. 5.2-4), konnen neune Mechanismen relativ einfach in dieses Modell eingebaut
werden.

Es konnen Fragestellungen zur Dynamik bei Anwesenheit eines zweiten Riubers oder

lternativer Beute untersucht werden. Ebenso ergeben sic

:3“

Betrachtungen des Einflufl von Toxinen, Exoenzymen, Deiritus usw. allein schon aus der
Sensitivititsanalyse (s. 5.2; Variation von Wachstums und Verlustparametern). Ein weiterer

fiir einige Fragestellungen wesentlicher Schritt ist der Ausbau des Modells auf eine struk-
turierte Bakterienpopulation und die Binfiigung weiterer Substratklassen (Nihrelemente). In
experimentellen Ansiizen sollten dazu Moglichkeiten ausgewihlt werden. Dies wire ein
Schiiissel, die Dynamik komplexerer Systeme zu untersuchen, z.B. die Umsetzung von
Stickstoffverbindungen in Hinblick auf Interaktionen zwischen Bakterien (Denitrifikanten-
Nitrifikanten) und zwischen Bakterien und Freffeinden (Beuteselektlon Nahrstoffrecychng,
8. z.B. GROVER, 1990; CLARHOLM, 1985).
- 'Die 'bisher dargestellten Modelle sind in Orientierung an durchmischte Laborkulturen
entwickelt worden. Riumliche Strukturen, die die Betrachtung und Bewertung der Beweg-
Jdichkeit der Organismen ermdéglichen, waren ausgeschlossen. Die Anwendung mathe-
matischer, computergestiitzter Methoden, die riumliche Strukturen beriicksichtigen

'(t{eak:tlons Diffusions-Gleichungen, zelluldre Automaten; WISSEL, 1989; EDELSTEIN-
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KESHET, 1987), erdffnet die Moglichkeit, Strategien des Beutesuchens zu diskutieren. Das
Verhalten einzelner Tetrahymena-Zellen sowie die Verteilung verschiedener Verhaltensmodi
innerhalb der Population konnen aus den durchgefithrien Untersuchungen zur spezifischen
FreBrate abgeleitet werden. Die Arbeit unterstreicht die Notwendigkeit, verhaltensphysio-
logische Aspekte in die Betrachtung der Dynamik mikrobieller Populationen aufzunehmen,

und bietet dazu mogliche Ansitze.

[
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7  Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Populationsdynamik eines mikrobiellen Réuber-
Beute-Systems (7etrahymena thermophila - Escherichia coli) in kohlenstofflimitierten,
stationdren Laborkulturen untersucht. In Interaktion mit Experimenten wurden mathematische

Modelle zur Analyse der Prozesse eingesetzt.

1. Zur Beschreibung der Dynamik dieses Systems in stationdren Laborkulturen sind
wenige grundlegende Wechselwirkungsmechanismen zwischen Riubern (Tefrahymena),
Beute (E.coli) und (autochthonen) Substraten hinreichend.

2. Die Anpassung der "FreBstrategie” der Réuber an Verinderungen der Beute- und
Réuberzelldichte ist der wesentliche stabilisierende Fakior des Systems. Die Riuber haben im
Populationsdurchschniit eine zweistufige Freflkinetik. Bei Verminderung der Beutedichte
sinkt die spezifische FreBrate gemil einer functional response Holling Typ III. Die
spezifische Frefrate sinkt ebenfalls bei einer Erhthung der Réuberdichte .

3. Es wurde der EinfluB8 einer inhomogenen Durchmischung der Kultur auf dic
Wachstums- und Frefikinetik der Beute und Riuber theoretisch dargestellt. Neben der
Abhéngigkeit der Kinetiken von der Nahrungskonzentration entsteht eine Abhéingigkeit von
dem Verbraucher.

4, Das Recycling vor Kohlenstoffquellen zur Em#hrung der Bakterien dimpft die
Fraflverluste in der Beutepopulation. Es erhilt einen steten Nihrstoffflull im System aufrecht
und damit eine gewisse physiologische Aktivitit der Organismen.

5. BEs wurde ein einfach strukturiertes Differentialgleichungsmodell dieses Riuber-Beute-
Systems entwickelt, das wesentliche, experimentell belegte Eigenschaften stationfrer
Laborkulturen erkliren kann. Anderungen des physiologischen Zustands der Riuberpo-
pulation wurden im Modell deskriptiv beriicksichtigt.

&. In einem ersien Ansaiz konnie gezeigi werden, weiche Vorhersagen das Modell fir die
Dynamik von kontinuierlichen Kulturen trifft. Koexistenzgleichgewichtszustinde sind im
Vergleich zu dlteren Modellen deutlich stabiler.

7. Adaptation der Organismen muB bei der Analyse von Populationsdynamiken generell

beriicksichtigt werden.
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Anhang A: Systematik der Protisten

Die Systematik der Protisten ist nach wie vor an verschiedenen Punkten unsicher.
HARRISON & CORLISS (1991) schlagen folgende Systematik vor. In wissenschaftlicher
Hinsicht ist diese Systematik in einigen Teilen strittig und bereits iiberholt (Sektion I), so daB
sie nur als vorldufiger Anhalispunkt gesehen werden sollte. Sie kann jedoch einen Eindruck
iiber die verwandtschaftlichen Beziehungen der Protistengruppen (und Lebensstrategien)
geben, die im Rahmen der Arbeit erwihnt werden. Dariiber hinaus spiegelt sie die Diskussion
wieder, in welcher Beziehung die Protozoen zu anderen systematischen Gruppen von

Einzellern gesehen werden konnen - z.B. den Griinalgen.

Mastigophora (Flagellatenariige)

Sektion I:
Heterokonta

Subsektion A:
Phylum: Chrysophyta (Goldalgen)
Haptophyta
Xanthophyta
Chlorarachniophyta
Eustigmatophora
Phaeophyia (Braunalgen)
Phycomycetes
Proteromonadea
Opalinata
Subsektion B: Chlorobionta
Phylum: Chlorophyta (Griinalgen)
Prasinophyta
Subsektion C: Euglenozoa
Phylum: Euglenophyta
Kinetoplastidea
Klasse: Bodoninea
Tripanosomatea
Hemimastigophora
Pseudoctiliatea
Subselktion D: Cryptomonadea
Phylum: Crypiophyta
Subsektion E: Dinozoa
Phylum: Dinoflagellata
Subsektion F: Polymastigota
Phylum: Metamonadea
Parabasalia :
Klasse: Trichomonadea
_ Hypermastiginea
- Subsektion G: Choanoflagellata
Choanomonadea

Phylum:
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Sektion II:

Subsektion A:

Phylum:

Phylum:

Subsekticn B:

Phylurm:

‘Subsckiion C:

Phylum:

Sektion IH:
Sektion IV:
Sektion V:

Sektion VI:

Sektion VII:
Phylum:

Sarcodina
Rhizopoda
Amocbozoa
Granuloreticulosa
Klasse: Foraminifera
Mycetozoa
Klasse: Protosteliidea
Dictyosteliidea
Myxogastrea
Acrasidea
Plasmod:iophorea
Xenophyophorea
Labyrinthomorpha
Labyrinthulea
Actinopoda
Heliozoa
Taxopoda
Acantharia
Polycystina
Phaeodaria

Apicomplexa (vicle Parasiten)
Microspora (viele Parasiten)
Haplospora (viele Parasiien)
Myxozoa (vicle Parasiten)

Ciliophora
Ciliophora
Klasse: Karyoreliciea
Spirotrichea
Litostomatea (z.B. Didinium)
Prostomatea
Phyllopharyngea

Nassophorea (z.B. Paramecium)
Uligohymenophorea (z.B. Teirahymena,

: - . Voriicella)
Colpodea
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Anhang B:Betrachtungen und Modellierungen zum
Moedell von SAMBANIS (1985)

SAMBANIS (1985) unternahm Versuche, mathematische Modelirechungen auf der Basis von
Differentialgleichungen (DGL) und experimentelle Daten von Mischkuliuren mit Tetra-
hymena pyriformis (Tetrahymena elliotii) und E.coli zu parallelisieren. Ausgehend von
seinen Uberlegungen und Ergebnissen wurden einige Hypothesen (s. 1.1.1) aufgestellt, wie
"einfache” DGL formuliert werden miissen, um eine relativ gute Ubereinstimmung von Me8-
und Simulationsergebnissen zu bekommen.

An dieser Stelle sei entsprechend den hier durchgefiihrten Versuchen sein "Saprotrophy”-
Model! fiir stationdre Kulturen dargestellt und anhand der Versuchsergebnisse diskutiert.

B.1 Das Modell von SAMBANIS (1985) zum Wachstum von Tetrakymena
auf E.coli in stationgren Laborkulturen "

SAMBANIS Modell bezieht dhnlich wie zuvor bereits CANALE er al. (1973) Subsirataus-
scheidungen der Organismen (Ciliaten) in die Betrachtungen des Riuber-Beute-Systems ein.
Unter Berufung auf FENCHEL (1980 a/b) modellierte er die auf das Ciliaten-Biovolumen
bezogene Aufnahmerate der Ciliaten als Monod-Funkiion. Ebenso modellierte er das
Wachstum der Bakierien als Monod-Kinetik. Die Ausschiittung autochthoner Subsirate ist an
den Verlust von Ciliatenbiovolumen gekoppelt. Sein Modell fiir stationdre Laborkulturen
umiall also 3 Populationen:

1.) Ciliaten-Biovolumen (Réuber)

2.) Bakterienanzahl (Beunte)

3.) auiochihones Substrai.
Als DGL-System formuliert ;

% = YC";’m—f‘: c-ye fiir die Biovolumendichte der Riuber B.1)

% =- Li_mi%b ¢+ 2 fiir die Zelldichie der Beute (B.2)
ds 1 Hmax b fiir dieKonzentration des antochthonen Substrates {B.3)

d@ =LV Y, R+ s

¢, b und s bezeichnen die Population der Biovolumendichte der Ciliaten, die Zelldichte von
E.coli und die Konzentration des autochthonen Substrates. Alle iibrigen Gro8en sind in

Tabelle B.1 erklrt.
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Symbol Wert Parameter
3 maximale Aufnahmerate von £.coli-Zellen pro Bio-
tmax 1.8 #/um” h volumen der Ciliaten
. 1010 Halbsittignngskonstante der
L 721074 Erepkinetik (Zellen/Volumen)
Y. 0.17 um3/# Ausbeute an Ciliaten-Biovolumen/E.coli-Zelle
Y 0.022/h spezifische Biovolumenverlustrate der Ciliaten
L 10-13 3 | Ausbeute autochthonen Substrates pro Biovolumen-
Ze 5.9 10°° g/um verlust der Ciliaten
maximale spezifische Tetlungsrate der Bakterien auf
Hmax 0.44/h autochthonem Substrat
K 50108 g/l Halbsittigungskonstanie der Teilungskinetik
Yp 31012 /g Ausbeute an Bakierienzellen pro g Substrat

Tak . B.1: Parameter und ihre Werle aus dermn von SAMBANIS (1985) ersteliten "Saprotrophy"-Modell.

Fiir Simulationen wurde die skalierte Form dieses DGL-Systems betrachtei. Einige
generelle Eigenschafien des Modells sollen im weiteren dargesiellt werden. Folgende

Skalierungen wurden vorgenommen:

X= OCV die dimensionslose Ciliatenpopulation,
L
y =§b0- die dirnensionslose Bakterienpopulation ,
5Yp . .
z= . das dimensionslose autochthone Substrat,
1 =1 Umax die dimensionsiose Zeit und
Ty T ar
rmaxzdmach; 1=f§‘; D=“J—"; Ac=YpYcZs k=KLYb
Sei Mmax o HUmax e

wobel bg die in den Versuchen eingesetzie maximale Starikonzentration der Bakierien-
zelldichte ist (hier: 1012 #/1). Die skalierten DGL lanten:

d_maxy _
LTy P (B.4)
dy __Imaxy , 2 (B.5)
g I+y *Tkvz 7 .
d

;ZE_—.Acpx—k_s_zy (B.5)
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Abb. B.1: Simulation nach SAMBANIS (1985) mit den skalierten DGL 4, 5 & 6 (s. Texi). Die Start-
bedingungen entsprechen den Angaben von SAMBANIS: x = 0.08, d.h. ¢ = 1.53°1070 um3/; y = 0,1
d.h. b=101Yi; z = 0.00257, d.h. s = 8.57=10"% g/i

SAMBANIS (1985} wies in seiner Arbeit bereits darauf hin, daf} die Vorhersagen dieses
Modelis besonders sensitiv von der Halbsdttigungskonstanten L bzw. [ der FreBkinetik der
Réuber abhingen. Abbildung B.1 zeigt das Ergebnis einer Simulation mit einer Starizelldichte
der Bakterien von 1011 #1 (y=0.1). Es stellt das beste Ergebnis dar. Die Vorhersage fiir 1312
E.coli-Zellen/1 (Abb. B.2) zeigt eine weitere Problematik dieses Modells auf. Vergleicht man
beide Vorhersagen mit den Versuchsergebnissen dieser Arbeit oder fremder Arbeitsgruppen
(SAMBANIS, 1985; HABTE & ALEXANDER, 1978 a/b; CANALE et al., 1973; JOST ez al. 1973),
so kann man folgende Probleme deutlich erkennen: |

©® Der FreBdruck der Riduberpopulation (Ciliaten-Biovolumen) auf die Bentepopulation

_ | ist zwischenzeitlich zu hoch (s. Abb. B.2) und anschlieffend zu gering.
@ Das Modell ist zu empfindlich gegen Anderungen der Startbedingungen.
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Abb. B.2: Simulation nach SAMBANIS (1985) mit den skalierten DGL 4, 5 & 6 (s. Text). Die Start-

bedingungen entsprechen den Angaben von SAMBANIS: x = 0.09, d.h. ¢ = 1.53:1010 um3/k; y =1, dh..

b =1012/; z = 0.00257, d.h. s = 8.57=10"4 g/l.

B.2 Hypethesen zur M@éﬁk&ésm der ?@pﬂatmﬁss ukﬁa&rﬁermg und der

W?’eﬁii«;mei

Aunsgehend von den Untersuchungen und Uberlegungen von SAMBANIS (1985) konnen
zwei Hypothesen aufgestellt werden, die eine sumvolle und dabe1 reiatzv emfache Modl—

ﬁz{ah on bisheriger DGL-Modelle darstelien:

'® Bezieht man die spezifische Frefirate nicht auf das Ciliaten-Biovolumen, sondern auf

" die Zellzahl, so. kann nach den vorliegenden Experimenten davon ausgegangen
werden, daf3 der Frefdruck langfristig -.itabiler bleibt, da die spezifischen Lysisraten
 teilweise -r_;ur'I 0 % der im Modell von SAMBANIS (1985) verwendeten Verlustrate

* .beiragen. Diese Annahme ist schon von daher sinnvoll, da Tetrahymena iber ein
-.definiertes Nahrungsaufnahmeorganell (Cytostom) verfiigt. Es wurden keine Hinweise

i . gefunden, daB sich die Leistungsfihigkeit des Filtrations- und Ingestitionsapparates

) proportional. zur. Zellg;&iﬁe erhoht (CURDS & COCKBURN, 1971).

“Andert man

" stattdessen im Modell die ‘spezifische Verlustrate (y bzw. g), so zeigt sich ein

- hnliches Verhalten der Populationen wie bei Variation der Startbedingu

o= IR N

ng (Vgl.__Abb._ '
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Abb. B.3: Simulaiion nach SAMBANIS (1985) mit den skalierten DGL 4, 5 & & (s. Texd) und halbierier
spezifischer Verlustrate der Ciliaten {g = 0.025 d.h. y = 0.011 /h}. Die Staribedingungen entsprechen
den Angaben von SAMBANIS: X = 0.09, d.h. ¢ = 1.53=101% um37; y = 0.1, d.h. b = 1011/, z = 0.00257,
d.h. s =8.57-10" g/l.

B.2 & B.3): Die Bakierienpopulation bricht unrealisiisch stark ein und zeigt im
Vergleich zur Ausgangssimulation (Abb. B.1) eine zeitliche Verschiebung des Maxi-
- muims. ‘Eine Strukturierung der Ciliatenpopulation mit der. dargesLelhen KOHSEL_{ueuZ

: '_erfordert noch deutlicher eine Anderung der Aufnahme-Kinetik: : I
& Die Frefkinetik enispricht nicht dem Monod-Typ (functional response Holling-Typ 1i),
..$0ndern besitzt eine sigmoide oder Offsetcharakteristik (Holling-Typ I11), rdenn bei
-niedrigen Beutedichten erscheint der FreBdruck generell zu hoch (s. Abb B.2, B.3).

' C umax b2
Eine Simulation, die eine sigmoide Kinetik berticksichtigt (u =124 b2 mit -
- Umax = 0.76 #um3 h, L= 291010 #/1 bzw. Llw-—x-nz‘iyz in die Gleichungen 4 und 5

. ‘entsprechend 'éingesetzt, mit. Tmax = 0.295 und 1 = '0.02), :ist in Abbildung B.4
- dargestellt. Dieser Befund wiirde die allgemeine Annahme, daB die spezifische

- Frefrate nicht enzysmerender Ciliaten -(Protozoen) dem Holhng-Typ H entspncht o

i ‘aumindest i Tewrahymena ausschheﬁen n (vl ‘FENCHEL, 1980)
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Abb. B.4: Simulation mit dem modifizierten *Saprotrophy-Modell’, den DGL 4, 5 & 6 mit sigmoider
FreBkinetik {s. Text}. Die Startbedingungen entsprechen den Angaben von SAMBANIS: x = 0.08, d.h,
chy = 1.531010 um3i; y = 0.1, d.h. b = 101 1/I; z = 0.00257, d.h. s = 8.57+10 ghl.
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Anhang C: Modelle zur Heterogenitiit in durchmischten
Laborkulturen

Die einfache Anwendung von Differentialgieichungssystemen zur Beschreibung der
Populationsdynamik von Mikroorganismen in Laborkulturen setzt eine homogene Verteilung
der Organismen und Substrate in den Kulturen voraus. Dies ist jedoch nicht immer
gewihrleistet. Einige Veroffentlichungen zur Heterogenitit in Laborkuituren behandeln
Totraum- und Bypass-Effekic (BAILEY & OLLIS, 1986), und auf allgemeiner Ebene stellen
NISBET & GURNEY (1982) die Problemaiik und Aspekte riumlicher Heterogenitdt vor.
Hierauf wird im folgenden nicht eingegangen. Es soll hier der Tatsache Rechnung geiragen
werden, daB Durchmischungsvorgidnge Zeit bendtigen. So entsichen allein durch Subsirat-
eintrige rdumlich-zeitliche Gradienten der Substratkonzentration. Kulturtechnik und
Organismen gestalten die rdumliche und zeitliche Verteilung. Es ist schwer zu berechnen,
welche Auswirkungen diese Systemkomponente tatsichlich auf das Gesamisystem und die
daran vorgenommenen Messungen hat, da die exakie mathematische Beschreibung der
Vorginge (Substrataufnahme, Diffusion, Sirdmungen usw.) insgesamt kaum moglich ist.

Im folgenden sollen an einem stark vereinfachenden Modell die Auswirkungen der
Heterogenitdt auf Aufnahme- und Wachstumsraten sowie die Populationsdynamik in
kontinuierlichen und stationdren Kulturen dargestellt werden.

C.1 Heterogenitit in bakieriellen Chemostatenkulturen

Es wird angenommen, daB eine Laborkultur (Chemostat) aus zwei ideal durchmischien

Kompariimenten mit den Volumina V1 und V3 besteht, zwischen denen Volumenstrome (vi)
flieBen (Abb. C.1). Die Konzentration an Substrat und Biomasse/Zellzahl in den
Kompariimenten isi enisprechend s1, by und sp, by. Dem Chemostaien flieSi Medium it der
Substratkonzeniration sp und dem Volumenstrom vgo zu. Die Abldufe aus den
Kompartimenten verieilen sich den Kompartimentvolumina entsprechend.

Unter der Annahme einer Wachstums- und Substrataufnahmekinetik nach Monod und

unter Beriicksichtigung einer spezifischen Verlustrate der Biomasse () 188t sich fiir dieses

Modell ein Differentialgleichungssystem erstellen:
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Abb. €.1: Schema sines hetercgen durchmischten Chemosiaten. (Erklarung s. Text)

V=Vi+V>p
%}d_iﬂ—):"% L?élixs? by Vi+vo sp+v] s2—-v] §1-VO %i sl (C.1.3)
d;(%t"@:_% ug‘ajszz by Vo+vi 51-V1 sz-vo% s2 (C.1.2)
d(bétvi)=?fsfl by V1+v1 bp-v1 by —vo 2 bl‘""._;?’? R (C.1.3)
d(bétvﬂ=“§‘i"s;2 by V2 +vi bi—vi bz-vo _sz ba-7 b2 V | (C.1.4)

Es sei die Kompartimentierung so gewihlt, daf so=0 und bi=by=b ist. Das Substrat stiinde

dann den Organismen nur im ersten Kompartiment zur Vertligung.
- Die GroBe dieses Kompartiments soll rnit besserer Durchmischung und steigenden
Substratkonzentrationen zunehmen. und mit der Organismendichte abnchmen
" "(Substratverbrauch). Es sei-
. o . : _ 8 £ 5
Vi=v s+F b (€2)
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wobei F eine Konstante ist, die die durchmischungstechnischen Eigenschaften des Chemo-

staten reprasentiert.

Ferner sei

d(s V) _d(s1 Vi)  d(s2 Vo)
- & T {(C.3.1)
und dbV) dbi Vi) dbr Vo)
v iV 2
T = da T d {(C.3.2)

Durch Einsetzen entsprechend den zuvor gemachien Bedingungen erhélt man

d(s V) 1 Umax S1 bV

@t - Y K+si —F5 V0 (D-9) (C.3.3)
d(b V) _ Hmax Si s
T “K+s ? VsyEDp vOD-YDYV (C3.4)

Durch Substitution s; =s V/Vi, UmsteHlung und Normieren der Gleichungen C.3.3 und
C.3.4 auf das Volumen V ergibt sich

ds_ 1 _ Hmax S
&= YK+E brs 2*P (p-9) (C.3.5)

Lmax S
3'!+E' o
awn £ | ¥

o
[n]

35

o

b—(D+7y) b (C.3.6)

wobel D die DurchfluBirate ist.

Damit lassen sich die Gleichgewichtskonzentrationen flir s und b errechnen. Zwei -

aa ma Qecntnsman ol L e ol b

Ly Y L. . | O ns PSP gy Tinlis
L.uSLd.uuc (91wt ] beLUUJD SLIIE GLICIISICIILIEEL,
.. 1. Auswaschen der Biomasse: 5=0,% = sp;
2. Verbleib der Biomasse im Chemostaten:

c DYFsp+@+y K I (o % )

Hmax-(D+Y+D Y F

o®  (©a
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Abb, €.2: Auswirkung von Heterogenitat auf die Gleichgewichiskonzentrationen an Biomasse und
Substrat im heterogen durchmischien Chemosiaten. i kennzeichnet die Kurven {lir den hemogenen
Chemostaten mit Monod-Kinetik und endogenen Verlusten. Die MaBangaben sind flr die Zelldichie
und Substratkonzentration relativ zur maximalen Dichte bzw. Konzentration und fir die Durchilurate

retativ zur maximaien speziiischen Wachstumsrate der Zellen (Bakierien) angegeben. F ist in Relation

zu Y {dem Ausbeutekoeffizienien) gessiz. (Symboie s, Texi)

Abbildung C.2 zeigt das Verhalten vonS und 5 in Abhéingigkeit von D und F. Abbildung
C.3 verdeutlicht die Abhingigkeit der mitileren spezifischen Wachstumsrate von der Popu-

lationsdichte. Die individuellen spezifischen ‘Wachstumsraten konnen davon extrem ab- -

weichen, da die Kurve nur eine Miuelung iibe: alle Individuen (B) im Reaktor darstelle: -~ -
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Abb.C.3: Abhéngigkeit der mittleren spezifischen Wachstumsrate von der Populationsdichte bei
konstanter Substratkonzentration und Durchmischung.

Die Gleichgewichtsregime fiir die Auswaschung und Anwesenheit von Biomasse im
Reaktor dndern sich im Vergleich eines homogen mit einem heterogen durchmischten
Chemostaten nicht. Fiir die Grenze zwischen beiden Gleichgewichtsregimen gilt im

25322

homogenen Chemostaten. -
D _____QL_’LR)\__ L (G
_ oo Hmax —WHY L et
und fiir den heterogenen Chemosiaten
: _ YF D K .
gyl YEr@O*PR . (€.62)

~ max-@+P+D Y F

Durch fiquivalenzum_formung_ 148t sich die Gleichung _C.6.2 zur Identitdt mit G_l_ei_ch_ung_ C.6.1 :

filhren,

(Extreme) Unterschiede offenbaren sich jedoch in den Gleichgewichtskonzentrationen
" (Abb. C.2) . Wie aus den Termen der spezifischen Wachstumsrate in den Gleichungen C.3.4
und C.3.6 ersichilich wird, wirkt die mangelnde Durchmischung sich im wesentlichen als
- zelldichteabhiingige Verfélschung der Halbsittigungskonstanten (K) der Monod-Kinetik aus.
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Der Fehler 148t sich direkt aus der Gleichung fiir die Gleichgewichiskonzentration des
Substrates berechnen, da S(jimax/2) den apparenten K-Wert (Kgpp) angibt. Es ist

(%a-x«a-y) K+YF ;,l:gax SD

Kapp = (.7,

5 (1+Y B+y
Fiir die Bedingungen in Abbildung C.2 (F-Y=0.03) ergibe sich ein Fehler um den Faktor

10.
Vollig unbeeinflufit ist dagegen der Auswaschpunkt (Dyy) und damit die mit dem
Chemostaten bestimmbare spezifische Wachstumsrate der Organismen (Umax). Ebenfalls 186t

sich nach wie vor mit der von PIRT (1975) vorgeschlagenen Methode aus der Gleichung C.4.2
der "tatsdchliche Yield" (Y) ermitieln:

(C.8).

In der Praxis ist jedoch kaum zu erwarten (vgl. 3.2), daB alle notwendigen Parameier ohne

grofleren Aufwand hinreichend exakt bestimmt werden koénnen. Ferner sind diese
Ausfithrungen eine theoretische Abschitzung der Heterogenitiitseffekte. Praktische Verfahren
schlagen beispielsweise BAILEY & OLLIS (1986) vor. Eine Korrelation zu biologischen

Prozessen wurde aber nicht beschrieben.

C.Z Heterogenitit in stationdren Kulturen

Welche Auswirkungen ergeben sich fiir stationfire Kultren 7
Deutliche Effekte zeigen sich im Abknickverhalten der Wachstumskurven beim Ubergang

in die stationdre Phase (Abb. C.4) und in der maximalen Zelidichie, Dieser Effekt prigt sich

in Abhéngigkeit von den spezifischen Verlusten mehr oder weniger deutlich aus.

Zbge man zur Bestimmung der kinetischen Daten eines Bakterienstammes ¢ine Serie von
stationfiren Kulturen heran, die mit unterschiedlichen Substraikonzenirationen gestartet
wurden, so kann die Heterogenitdt dann vernachléssigt werden, wenn die Starizelldichten
hinreichend gering waren (s. Abb. C.3 & C.4). Im Vergleich zur idealen Durchmischung liegt
der Fehler bei der Bestimmung von K und Umax unter 5% (geschitzt nach Simulation,
Ermittlung von [l durch log-lineare Regression an exponentielle Wachstumsphase, Anpassung
“der Monod-Kinetik mit Lineweaver-Burk-Plot). Der methodische Fehler bei der Datenauf-
bereitung liegt oft dariiber, hinzu kommt der methodische Fehler der Probennahme.
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1.2 1.2

relative Zelidichie
UC[IRAIDZU OYIEISENS DA

Zeit (h)

Abb. C.4: Simulation der Auswirkung von mangelnder Durchmischung auf sine stationére
Laborkuliur. h kennzeichnst den Fall der homogenen Durchmischung, F ¢Y Falle der inhomogenitat
{vgi. Abb. C.2).

Zumindest fiir kontinuierliche Kulturen und je nach Fragesiellung auch fiir stationéire kann
es wichfig sein, die GroBe F abzuschiizen.

Eine Moglichkeit besteht darin, stationdire Laborkulturen gleicher Subsiraitkonzentration
bei unterschiedlichen Zelldichten zu starten. Es solite eine hohe Substratkonzentration im
Vergleich zum Substratbedarf iiber den MeBzeitraum eingesetzt werden, da somit die
Anderung der Substratkonzentration relativ gering ist und die Substratkonzentration als
annshernd konstant angesehen werden kann. G

‘Fkann dann z.B. folgendermafen ermittelt werden: - -

h= RK+s+F b

durch Umformung erhilt man

s S (o %
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Dies ist fiir ein annidhernd konstantes s eine Geradengleichung der Form z=m y + n, wobei
y = b/s und m = F ist, so daB F aus der Steigung der Geradengleichung bestimmt werden
kann. Fiir E.celi wurde ein solcher Versuch (s. 3.2) unternommen, der allerdings ein

unerwartetes Ergebnis erbrachte.

C.3 Intermer Substrateintrag

Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrien stationdiren Laborkulturen spielt der
externe Subsirateinirag nur bei der Anzucht der Organismen eine Rolle. In den Haupt-
versuchen (s. 4) treten nur intern freigesetzte (autochthone) Substrate auf, die von den
Organismen durch Exkretion und Lysis in das Medium gelangen. Da ein Riuber-Bente-
System untersucht wurde, kfnnen die autochthonen Substrate von beiden Populationen
gebildet werden. Obwohl wahrscheinlich eine Vielzahl unterschiedlicher Substrate freigesetzt
wird, sollen diese im Modell jedoch als ein (Modell-)Substrat behandelt werden (s. 3.6.1).
Folglich kann Gleichung C.9.1 anch auf autochthone Substrate {ibertragen werden.

C.4 Auswirkung von Heterogenitit auf sigmoide Wachstumskinetiken

In verschiedenen Arbeiten (JOST er al., 1973 a/b; DRAKE & TSUCHIYA, 1977;
CUNNINGHAM & NISBET, 1983) werden staii Wachstumskinetiken nach Monod sigmoide
Wachstumskinetiken beschricben. Die Modifikation einer derartigen Kinetik durch Inhomo-
genitdt der Kultur wird in diesern Abschnitt beschrieben.

. 82
Die Formel = %% (C.16)

stellt eine sigmoide Wachstumskinetik fiir homogene Kulturen dar. Analog den Formu-
lierungen in den Gleichungen C.2, C.3.3-4 ergibt sich fiir eine heterogene Kultur folgender

Ansatz:
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_Pmax S1% s
H= K2 4+ 512 s+F b (C.ILL

mit $1=8§ % ergibt sich dann
1

2 2
Hmax § 8
HERI v 2rsZ V2 s+F b (€12

und aus Gleichung C.2 und nach Kiirzen folgt

Minax 8 (C.11.3)

R 1 +1°S+Fb o
(s+ F b)2

Nach Erweitern mit (s+F b) ergibt sich

_ Hmax 8 s+F )
H="gk2y (s+F b)2 (€114

Fiir viele Fille hinreichend genau diirfte auch folgende Vereinfachung sein:

o= Hmax s?
HERT s B 12

.5 FreBkinetiken unter Berlicksichtigung von Inhemogenitiiten der
Beuteverteilung in den Kulturen

Enisprechend den Wachstumskinetiken fiir Bakierien lassen sich mathematische

Formulierungen fiir die FreBkinetik von Protozoen herleiten:

- (C.12.)
= L.i2.
L+b+Fc : o

_Umax b (b+F C)

1= T o (C.12.2)

Umax b2
u =L2 I (C.12.3)

- wobei u die spezifische Frefrate, umax die maximale spezifische Frefrate, L die
- "Halbsittigungskonstante”, b die Beutedichte, ¢ die Riuberdichte und F den Einflufl der

Inhomogenitit definiert.
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Anhang D: Modelle zum Populationswachstum von
Bakterien auf verschiedenen Substraten

In Kapitel 3.6 werden verschiedene Mbglichkeiten der Herkunft bakterienbiirtiger
autochthoner Substrate und das Wachstum der Bakterien auf allochthonen und autochthonen
Substraten diskutiert. In diesem Kapiiel werden die Differentialgleichungsmodelie vorgestellt,
mit denen die Simulationen zum Vergleich der verschiedenen Modellvorstellungen
durchgefiihrt wurden.

Einerseits bezichen sich die Medelle alsc auf die Koordination der Aufnahme auiochthoner
und allochthoner Substraie. Mogliche Aufnahmekinetiken wurden in Kapitel 3.6.1, Tabelle
3.9 vorgestellt. Von diesen Kinetiken wurde die "Antagonistische Kinetik" ausgewihlt, da sie
wahrscheinlich die Wechselwirkung verschiedener Substrate mit der in den Versuchen
verwendeten Glucose am besten beschreibt.

Andererseits dienen die Modelie der Erdrterung der Herkunft autochthoner Subsirate. Hier
konnen deskriptiv zwei Prozesse unierschieden werden:

1. Freisetzung in Ankoppelang an Lysis und Grundstoffwechsel,
2. Freisetzung in Ankoppelung an den direkten Umsatz des allochthonen Substrates.

In den Simulationen wurden die gleichen Parameter fiir die Wachstumskinetiken mit
autochthonen und allochthonen Substraten gewdhlt. Ausgehend davon wurden die Halb-
sdttigungskonstanten (K;, K») gegeneinander variiert (0.1 Ky < K; < 10 K3), s0 da@ sich die
Gewichtung der Kinetiken im nicht gesétiigien Bereich verschiebt. Neben hyperbolischen
Kinetiken wurden Modelle mit sigmoiden Wachstumskinetiken untersucht, die aber keine
qualitativ neuen Aspekie offenbarten. Sie cind daher nicht ausfithrlich dargestellt. (In den
folgenden Modellen wéren die Terme der hyperbolischen Kinetiken entsprechend durch

m S 2 . . . e xqe .
X 2':: a?_g_ sz'Ki zu ersetzen.) Die Simulationen wurden mit skalierten Gleichungs-
x <+ 8y y By . :

systemen durchgefiihri.

D.1 Modelle der bakterieilen Substratverwertung und Substratfreisetzung
- durch Lysis und Grundstoffwechsel |

~ Die Basisparameter fiir die Simulation des Wachstums von E.coli auf Glucose wurden
entsprechend den Ergebnissen in Tabelle D.1 aufgefiihrt. Abgeleiteie Parameter, die nicht
dirckt aus den Messungen ermittelt werden konnten, sondern auf Schitzungen beruhen oder
frei gewahlt wurden, sind in Tabelle D.2 dargestellt.
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Symbol Wert Pararneter
b 10% um3/1  fiir t=0h | bakterielles Biovolumen
.. ’ allochthones Substrat =
$2 0.5g/1 fiir t=0h Glucose
87 0 g/l fiir i=0h autochthones Subsirat
maximale Startkonzen-
80 0.5 g/ tration f. allochthones

Substrat, Glucose
maximale spezifische Bio-
Hmax2 0.424 /h; (0.409/h) * | volumenwachstumsrate
auf Glucose

_ Halbsittigungskonstante
K2 0.013 g/1; (6.024 g/} * { der allochthonen
Wachstumskinetik
Biovolumen-Ausbeute-
Y, 7.92 101 ym3/g | koeffizient (Yield) fiir
Glucose

spezifische
Y 0.008 /b Biovolumenverlustrate

Tab, B.1: Basisparameier der Simulation auf der Grundlage von Mel3ergebnissen und Ausweriung.
* Werte {Gr sigmoide Kinetiken.

Symbol Wert Parameter
maximale spezifische Bio-
Limax ] 0.424 /h; (0.409/h) * | volumenwachstumsrate
auf autochthonem Subsirat
Halbsittigungskonstante
K; 0.013 gfi; (0.024 g/} * | der autochthonen Wachs-
tumskinetik
Kis= Kis 0.1 Hemmkonstante im anfa-

gonistischen Modell
Biovolumen-Ausbheute-

Y, 79210 um3/g | koeffizient (Yield) fiir
autochthones Subsirat
Ausbeute autochthonen
Zp 1.26 » 10-12 g/um3 | Substrats aus Biovolumen-
verlusten

Tab. D.2: Abgeleitete Parameter, die nicht direkt gemessen wurden. Als Ausgangswerte der GréfBen
flir die Simulation wurden sie den Glucose-bezogensan Werten in Tabelle D.1 gleichgeseizt. * Werte
far sigmoide Kinetiken.
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Das antagonistische Modell nimmt an, daf die spezifische Wachstumsrate der Bakterien-
population sich additiv aus den spezifischen Wachstumsraten fiir die einzelnen Substrate
zusammensetzt, Allerdings hemmt das eine Substrat die Umsetzung des anderen! Dies wire
z.B. fiir Glucose im Rahmen der Katabolit-Repression (SCHLEGEL, 1985) denkbar. Das
Gleichungssystem lautet:

db Hinax7 87 Hmax2 82 )

_d?=(K1+sj+32Ki2 K7 +82 + 57 RiJ b~y b

ds;

1 Umaxj Sy

i Yi Ky+s;+s2Kiz

b+Zpy b

sz _ Hmax252 b
dt =~ Yy Ka+s2+57Kj;

: . —t i R B =31 =52 .
Skalierung: T=1 lmax? ; Y-»sto ; Z]—SG ; 22=SO ;
kg=%; k2=%{52; kig= Kiz;  kiz=Kp ; p=uy
max 2
Umax Y
tmaxiy=t  l=ghi Ay=ZpYs
miax 2 2
Skalierte Gleichungen:
dy _ . Tmaxjy Zi 22 -
d,t—(kj-i-Z]%-zzkiz +k_2+zz+zlki1)y Py
Qﬂ___b Tmaxjy Z] LA
T 1% v z;+ 22k Y y PY
dzz _ 2

it ke+zm+zrky Y
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D.2 Modelle der bakteriellen Substratverwertung und Substratfreisetzung
© in Kopplung an den Glucoseumsatz

Das folgende Modell setzt die Freisetzung autochthoner Substrate in direkte Beziehung
zum Umsatz des allochthonen Substrates (Glucose). Daher mubBten die GroBen o = 1.3
(Umsetzungsfaktor fiir Glucose) und §§ = 1 (Ausbeutekoeffizient fiir autochthones Subsirat)
eingefiihrt werden. Alle iibrigen Parameter entsprechen denen der Tabellen D.1 & D.2. Die
Simulationen wurden wieder mit skalierien DGL durchgefiihri.

Ausgangsgleichungssystem:

db = (- Umaxj §] Umax2 82 )b—v b
Kr+81+5Kjpy Kp+sr+sy Ky

ds; 1 Mmax] 81 1 Hmax2 52
dt ~ Yy Kj+sp+s2Kpp b+(&—1)6Y2 Ko +s2+57 Ky

dsp 1 _ Hmax383
dt Y Kz +s2+5s7 Ky
Skalierung: T=1t Umaxz ; zj =2 ; =2 . R
’ ’ S0 sp Y Yzs0 °
K1 LR Y
k=225 k= kir= Kir;  kiz=Kpz  p= ;
50 so Wmax?
Trmned :umﬂxl' ﬁg%‘}___axz . }=:¥_2 .
7 pmax2 Hmax2 Y1
- —1) B hnax2
Y= .
Hmax2
Skalierte Gleichungen:

'maxJy ZJ] Z2
d’E (k1+21+22k12 +k2+zg+z;kij)y—py

dzy _ _ Tmaxjy 2] 4 Z
dt k1+21+22k52y ykz-%-zz-%—z;kl]y

gﬁ__ oz
dv  ke+z+zrky y
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nhang K: Betrachtungen zur Abhingigkeit der spezi-
fischen FrefBirate von der RZuberpopulation

E.I Aligemeine Darstellung der spezifischen Frefirate (functional
response)

E.1.1 Einfache functional response Holling Typ I
Ein Réuber, der pro Zeiteinheit den Bruchteil ¢ seines Habitats nach Beute (b) absucht oder

filtriert, trifft auf & ¢ b Beuteindividuen. Gelingt es ihm, den Anteil B der Beutetreffer zu
ingestieren, so hat er in einem Zeitraum (T)

Upy=Toa B b (E.D
Beuteindividuen ausfiltriert (functional response Holling Typ I). Aus organischen Griinden
wird U(p) im Zeitraum T jedoch keine beliebig groen Werte annehmen, sondern eine obere

Grenze Umax haben. (Abb. E.1)

Holling Typ |

Holling Typ 1!

functional response

Abb E.i: Graphen der spezifischen Fref3rate (functional response) Holiing Typ | & II.
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E.1.2 Einfache functional response Holling Typ II
Bendtigt der Riuber jedoch einen gewissen Zeitraum (handling time; Tp) die Beute aus dem
Fangorgan/Fangorganell heraus zu ingestieren, und steht ihm dieser Fangapparat erst dann
wieder voll funktionsfihig zur Verfiigung, wenn er (teilweise) von Beutepartikeln befreit ist,
so bleibt ihm von dem Zeitraum T nur die Zeit T, um effektiv zu filiieren:
Ts=T-TaUn)

Es ist dann: Up)y=TsaBb=(T-TaUpp e Bb (£.2.1)
L b
und nach Umstellung ergibt sich: Uty T 1 (B.2.2)
Thof P
bzw. nach Substtution ub) = %@‘Xg (£.2.3)
(s. Abb. E.1)

E.1.3 Einfache functional response Holling Typ I und weitere Ableitungen
Steigert ein Riuber mit zunehmender Beutedichte seine Anstrengung, Beute zu fangen
(also z.B. o = &.” b) so ergibt sich nach Einsetzen in Formel E.2.1

Ump)=Tsa'bfb=(T-TaUrp)) o B b2 (E.3.1)

und nach Umstellung und Substitution gemB den Formeln E.2.2 und E.23

(functional response Holling Typ IiI; Abb. E.2)
Wihlt man o = o b gtatt deg linearer Ansatzes so ergibt sich

v oasadais v

_ Umax bt w
U0) = Tnpn (E.3.3)
Die Kinetik E.3.3 zeigt entsprechend dem Exponenten » einen steileren Anstieg, wenn n>2
ist ( functional response Holling Typ III). Ist n<l, dann ergibt sich eine Kineiuik, wie sie zum
Vergleich in Abbildung E.2 dargestellt wurde.
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Holling Typ I, n=2

s - n=05

functional response

Beutedichis

Abb. E.2: Graphen einer spezifischen Frefirate (functionai response) Holling Typ Hl und einer
spezifischen FreBrate nach Formel E.3.3 mit n<i.

E.2 Die spezifische Frefirate in Abhiingigkeit von der Riuberpopulation

E.2,1 Verminderung des Jagdareals
Bei hohen Ri#uberdichien (cy) ist es denkbar, daB sich fiir die einzelnen Riuber der Anteil
des "durchsuchien” Habitats vermindert, da sie sich direki oder indirekt behindern.

P

ey

3 s Al el T TT Y - -
Durch entsprechendes Einsetzen in die Formeln E.I, E.2.2 und E.3.1 ergeben sich

schlieflich

So sei g =

fiir die functional response Holling Typ I: u(b) = %m Bb E.4.1)
I.. X ] - . . . . . Umax b 0
fu_; die functional response quhng Typ II: u(p) = m (E.4.2)
: fur die functional response Holling Typ IIl: -~ up) = _umaxb? (EA3)
S ' _ L2 L2 cp b2 '
| Fiir einen Exponenten m=1 ergibt sich aus Formel E.4.2 der von CURD S & COCKBURN

(19_68_) hergeleiteie Typ der functional response, mit dem sie ihre Daten interpretierten.
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E.2.2 EinfluB} einer rduberdichteabhingigen "handiing time"

Bei hohen Riuberdichten ist es wahrscheinlich, daB Riuber einander begegnen. Fiir Ciliaten
wie Tetrahymena mag das bedeuten, daB sie Zeit fiir Ausweichreaktionen, Neunorientierung
0.i. bendtigen, bevor sie wieder koordiniert Nahrung fangen bzw. filirieren kénnen, Ein
Riuber triffi also in einer Zeiteinheit nicht nur o b Beuteorganisimen sondern auch ¢ cy
Réuber. Fiir eine solche Begegnung verliert er cine zusitzliche Zeitspanne (The), die er nicht
mit Nahrungssuche verbringen kann. Seine Suchzeit ist also Ts=T — Th U(b,en) — The G O
Ausgehend vom Fall einer functional response Holling Typ II ergibt sich dann

Up,epm)=TsaBb=(T-Tacocy -TaUb,cn) & B b (E.5.3)
T- Thc Ol Cpf
Th b, -
und nach Umstellung Ubew) = b (E.5.2)
+b
Tn off
bzw. nach Substitution u(b,cy) = (umL-Ech )b (E.5.3)

In allgemeinerer Formulierung erhielte man:

i -F bil -
U(b,cn) = (umjin +b;N) (E.5.4)

E.2.3 Heterogenitit in Laborkulturen und gemischte Modifikationen
Entsprechcnd den Wachstumskinetiken fiir Bakterien in inhomogenen Laborkulturen

Py =P A e

2 32 Tlease - 21 -z
iir die FreBkinetik von Protozoen unter

'E'.‘....__

assen sich mathematische Formuli rungei

glewharﬁgen Bedmgung@n herleiten (s,a, Anhang C):
b

L£as
i

Umax

u(boCIV) - L+ b+ E: cN (Eaéol)
umax b (b+F cp)

i} b{(b+F ¢ (E:62)

Uben) = 12, (b+F cy)?

Umax b2
U(b,cn) = 12+ b2+ F2 )2 (£.6.3)

Die in diesem und in den vorherigen Abschnitten vorgestellten Annahmen lassen sich auch
kombinieren. Daraus kénnen dann teilweise relativ komplizierte mathematische Formeln
_entstehen. Es ist natiirlich fraglich, ob experimentell eine so hohe Genauigkeit der Messung
errelcht werden kann, daB diese Modelle vorteilhaft eingesetzt werden kénnen. '
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Anhang ¥: Modell zar Simulation der Dynamik mﬁ
Tetrahymena thermophila vnd E.coli

F.I Skalierung des Basismodells

Im Kapitei 5.1 bis 5.2 wurde ein Basismodell fiir die Simulation der Dynamik stationirer
Laborkulturen mit Tetrahymena thermophila und E.coli entworfen. Zur Erhohung der
Effizienz der rechnergestiitzten Simulation wurden die Gréfen des Modells skaliert, so daf
alle Modellgrofien dimensionslos wurden. Damit verbunden konnte die Zahl der Parameter
{von 21 auf 15) reduziert werden.

Das Differentialgleichungssystem lautet dann:

Die zeitliche Anderung der skalierten Riuberzelidichte (xy) ist:

dxy

e = qN(Xy) XN — DN XN F.1)

Die zeitliche Andemng des skalierten Zellvolumens der Riuber (xy) ist:
dxy
E‘Tf = 1(¥,XN) — qN(Xy) Xy ~ Py Xy (F.2)

Die zeitliche Anderung der skalierten Beutezelldichte (y) ist:

d
ﬁ = kfi Z; 7~ TYXN) XN =Dy Y {#.3)

Die zeitliche Anderung der skalierten Konzentration des antochthonen Substrats (z;) ist:

dz; Zj
-d’E— kj+z;

Ferner gilt fiir die spezifische FreBrate r(y,xp), wenn ri{y,xy)>r2(y,xy) ist

__ )
. = = Tmax} y
T (V. x3)=r1(y,XnN) 127 (6 xuP + 52 (F5.1
- \ Imax? ¥
- L] = > - Fs o
b?w | I(y.Xn) rg(y =24 (& 3w+ y2 ( 5.2)

wenn r(y,xy)>r1(y,xy) ist.
:'Ei_ir- die spezifische Teilungsrate qu(xy) der Riuber gilt im Falle eines "shift up” (s.4.3)

qin(xy) = qpy eQ12%V) (el

“'bis zum Erreichen der maximalen ZellgréBe, danach und im Normalfall

Y + (AN DN + AyDv) XN Xy + Ay Dyy F.4) -
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Tabelle F.1 stellt die vorgenommene Skalierung dar. Fir die Ausgangswerie der

QN (Xy)

TqQ Xy —Xyo

Simulation wurden die Zahlenwerie entsprechend Tabelle 5.1 eingesetzi.

_ 92] (XV_ X'VQ) (5.6.:2)

Parameter Skalierung Bezeichnung
skalierte Variablen / Populationen
CN - .
X Riuberzelldichie
N SoY7p
Xy él Riuberzellgrofie
iy
y B Beutezelldichte ..
So Yip
7] —2—1- Konzentration des autochthonen Substrates
4]
T t Hmaxlp dimensionslose Zeit
Teilungswachsium der Riduber
qii _ai Teilungskoeffizient £, "shift up”
Umaxp
a2z Yv : [ "
q12 Volumenkoeffizient f. "shift up
q21 221 max. spez. Teilungsrate
Hmaxip
q22 %@ Halbs#ttigungskonstanie der Teilungskinetik
v
Xvo E'Yl’—o minimales teilungsfihiges Zellvolumen
Y
Fraff und Biovolumenwachsium der Riuber
Imax] Hmaxl max. spez. Frefirate fiir niedrige Beutedichien
e Hmaxip
1 Lj Halbsittigungskonstante der FreBkinetik fiir niedrige
3} So Y i1p Beuiedichien
f Fi Gewichtungsfaktor des Raubereinflusses auf die Frei-
1 kinetik fiir niedrige Beutedichten
Tmax? Umaxg max. spez. FreBrate fiir hohe Beutedichten
Umaxip
1 Ly Halbsdttigungskonstante der FreBkinetik fiir hoheg
2 So Y1Ip Beutedichten
£ E Gewichtungsfakior des Riubereinflusses auf die
2 2 FreBkinetik fiir hohe Beutedichten
1 %ﬂ Biovolumenausbeutekoeffizient
Y
Verluste der Riauber
PN Y, . spezifische Lysisrate
Umax ]

Foriseizung dsr Tabelle S. 215
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Py —Pv spezifische Zellvolumenvertlusirate
Umax/p
{Teilungs-)Wachstum der Beute auf autochthonem Subsiraien
1 Emaxlp max. spez. Teilungsrate
Umaxjp
k Ky Halbsittigungskonstante der Wachstumskinetik der
1 So Beute auf autochthonen Substraten
1 % Beutezellzahlausbeuickoeffizient
(D
Veriuste der Beute
. Dy ¥ spezifische Lysisrate der Beute
Hmaxjp
Input an auiochthonem Substraten
AN INYy Yip Ausbeute auntochthonen Substrats bei Lysis der Riuber
A 7 V.Y Ausbeute autochthonen Substrats bet Exkretion u.4.
v v iv Llp durch Riuber
A 7 v Ausbeute autochthonen Substrats durch Verluste der
y p tip Beute

Tab. F.1: Skalierte GroBen des Differentialgleichungsmodells zur Beschreibung der Populations-
dynamik von Tetrahymena thermophila und E.coliin staticnéren Laborkuituren (vgl. Tab. 5.1).

F.2 Moedifikation der Frefkinstik

In Kapitel 5.3 wurde untersucht welche Auswirkungen die Anwendung von verhaltens-
physiologisch begriindeten Frefkinetiken (s. 4.4; Tab. 4.3 & 4.4, jeweils Kinetik 7) auf die
Vorhersageeigenschafien des Modells haben. Das Modellverhalten wurde ebenfslls mit
skalierten DGL untersucht. Die in den Formeln F.5.1-2 und F.6.1-2 skalierten Kinetiken sind

PRt I
dann aurci

| _ (tmaxi — £1 xn) ¥2 -
r (yxw)=ri(y,xy)= 12+ y2 (F.7.1)
Max? — 2
bzw. iy, xy)=r2(y,xXy)= (r 222 -?yéN )y, {F.7.2)

charakterisiert,
wenn ro(y,xy)>r1(y,xn) ist. Fiir f1 und f3 ergibt sich dann abweichend von Tabelle F.1

folgende Skalierung:

flmFlsoYJQ und f2=FzsngQ
Umax ip Hmaxjp
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F.3 Moedifikation der Substratireisetzung

In der DGL F.4 ist die Freisetzung autochthoner Substrate durch die Verluste der
Organismen mit dem Term [(Ay py+ Ay Pv ) XN Xy + Ay pyy ] definiert. Fiir die Betrachtung
des Falles, daB dic Substrate in direkter Kopplung an die FreBaktivitit der Rauber freigesetzt
werden, ist dieser Term durch Age 0« r(y,xy) 2u ersetzen. Die verwendeten Skalierungen
sind Af= Zge Y jpund o = 0. Die Groflen Zrund 0. werden in Kapitel 5.3.2 eingefiihrt und

besprochen.

F.4 Moedifikation des Basismodells zur Beschreibung kontinuierlicher
Kulturen

Analog der Darstellung in Kapitel 5.5.1 wurde auch fiir die skalierten DGL die
Grundstruktur des Basismodells erweitert. Die neuen skalierten Gleichungen lauten fiir die
zeitliche Anderung der Réuberdichie (xy)

d
T’Z‘EqN(XV) v —(d +pw) X (F.8)

Die zeitliche Anderung des skalierien Zellvolumens der Riuber (x,) ist:
d Ay
E‘g =1(y,Xp) — qv(Xy) Xy — Py Xy (F.9)

Die zeitliche Anderung der skalierten Beutezelldichte (y) ist:

ay 2]

y—r(y XM xn-{d+py)y (F.10)

dzj _ Z] Tmax2y Z2 1
i1 Krzrkpzt Az D) s 7, VT AN PNFAYDY ) XN Xy +Ay pyy—d 27 (F.11)

Die zeitliche Anderung der skalierten Konzentration des allochthonen Substrats (z2) ist: |

dzp_ rmax2y Z2 a _
it ak2+zg+kuz1y+d(zd z2) (F.12)

- Die Gleichungen F.5.1-F.6.2 bleiben giiltig.
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Zusitzlich zu den in Tabelle F1 angegebenen wurden neue Skalierungen eingefiihrt (s.
Tab. F.2). Die Ausgangsparameter werden in Kapitel 5.5.1 vorgestelit.

Parameter Skalierung Bezeichnung
skalierte Varianblen und Betriebsparameter
D
d Durchfiufirate
Umax]p
Zd %i[—) Zulaufkonzentration des allochthonen Substrates
0
Zo 22 Konzentration des allochthonen Substrates
o
Teilungswachstum der Beute
1 Yip Zellzahlausbentekoetfizient filr das Wachstum der
Yop Beute auf allochthonem Substrat
. maximale spezifische Teilungsrate beim Wacnstum
Imax2y pmaxzp auf allochthonem Subsirat
Hmax7p
k K7 Halbs#tiigungskonstante der Teilungskineiik fiir das
2 S Teilungswachstum auf allochthonem Substrai
L K Hemmfaktor fiir den EinfluB des autochthonen auf die
i il Umsetzung des allochthonen Subsirates
k K Hemmfaktor fiir den Eintluf des allochthonen auf die
iz 2 Umsetzung des autochthonen Substraies
Input auiochihonener Subsirate
Faktor der den tatsichlichen Verbrauch an allo-
o a chthonem Substrat in Relation zum direkten Wachs-
) tum der Beute setzt
Anieil des aliochthonen Substrates, der durch
A B Einwirkung der Beute direkt in den autochthonen
N Substratpool fliet

Tab. F.2: Skalierte Grdfien des Differentiaigleichungsmodells zur Beschrelbung der Populations-
dynamik von Tetrahymena thermophila, E.coli und Giucose in einsiufiger Chemostatenkultur,
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